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RESUMO 
 
A anaplerose do ciclo do TCA por glutamina, uma importante fonte energética e 
biossintética para células em elevada divisão celular, é prejudicada pela inibição da 
glutaminase. A inibição da glutaminase por CB-839 está em teste clínico como tratamento de 
múltiplos tumores sólidos e hematológicos. HuR (Human antigen R) é uma proteína codificada 
pelo gene ELAVL1. HuR apresenta três domínios de ligação à RNA e liga a elementos ricos em 
AU, afetando a estabilidade e o splicing do RNA. Achados prévios relacionam HuR à 
estabilização do mRNA da isoforma de glutaminase chamada de glutaminase C (GAC) em 
acidose renal e seu ortólogo, HuD, ao splicing alternativo de GLS em células neuronais. Com 
base nisto, nós hipotetizamos que HuR seria um importante regulador de glutaminase em 
câncer. Inicialmente nós avaliamos dados de transcriptômica pan-câncer do TCGA e 
observamos que pacientes com alta expressão de ELAVL1 apresentam aumentado risco de 
recidiva tumoral, sendo que em câncer de mama observamos um Cox hazard ratio (HR) de 
1,82. Além disto, utilizando dados públicos de RNA-Seq, RIP-Seq e PAR-CLIP-Seq nós 
mostramos que HuR liga ao intron 14 de GLS e controla seu splicing, levando à escolha da 
isoforma kidney-type glutaminase (KGA) frente à GAC. Em adição, empregando células de 
câncer de mama e próstata e HEK293 (com um knock-in produzido por CRISPR/Cas9 onde foi 
inserido gene para proteína fluorescente no C-terminal de KGA) nós confirmamos que HuR 
aumenta os níveis de KGA por afetar o splicing e a estabilidade do mRNA. O silenciamento 
lentiviral de ELAVL1 prejudicou a proliferação, migração, invasão e aumentou o vício em 
glutamina de células de câncer de mama in vitro. O tratamento de células de câncer de mama 
silenciadas para ELAVL1 com CB-839 teve efeito sinérgico no sentido de afetar proliferação e 
invasão celulares in vitro. Nós propomos HuR como um fator de prognóstico em câncer de 
mama, com impacto especialmente no metabolismo de glutamina através da regulação de 
splicing do gene GLS. Nesta tese, nós também apresentamos em anexo sete artigos publicados 
que participei como co-autor, sendo quatro em co-primeira autoria. 
  
ABSTRACT 
 
TCA cycle anaplerosis by glutamine, an important energetic and biosynthetic 
source for rapidly dividing cells, is impaired by glutaminase inhibition. Glutaminase inhibition 
by CB-839 is currently under clinical trials for treating multiple solid and haematological 
tumors. HuR (Human antigen R) is a protein encoded by the ELAVL1 gene. HuR contains three 
RNA-binding domains and binds cis-acting AU-rich elements, affecting mRNA stability and 
splicing. Previous findings have linked HuR to GLS mRNA stabilization in renal acidosis, and 
its ortholog, HuD, to GLS splicing in neuronal cells. We then hypothesized that HuR was an 
important glutaminase regulator in cancer. We first inquired a TCGA pan-cancer cohort and 
found that patients with higher ELAVL1 expression had increased risk of tumor recidive (Cox 
HR of 1.82 for breast cancer). Moreover, by using publicly available RNA-Seq, RIP-Seq and 
PAR-CLIP-Seq data we showed that HuR binds to GLS intron 14 and controls GLS splicing, 
leading to kidney type glutaminase (KGA) choice over glutaminase C (GAC). Using breast and 
prostate cancer and HEK293 (with a CRISPR/Cas9 knock in) cell lines we further confirmed 
that HuR increases KGA by affecting splicing and mRNA stability. Lentiviral ELAVL1 
silencing impaired breast cancer cell’s proliferation, migration, invasion and increased 
glutamine addiction in vitro. Treating silenced ELAVL1 breast cancer cells with CB839 further 
impaired proliferation and invasion. We proposed HuR as a prognostic factor in breast cancer, 
with special impact on glutamine metabolism through splicing regulation. In this thesis, we also 
present seven published articles on which I participated as a co-author, being four as co-first 
author. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
O funcionamento da nossa sociedade depende de um conjunto de normas e 
hierarquias que todos devem aderir, sendo que, quando uma das pequenas partes constituintes 
não o faz, toda a estrutura pode ser abalada. Analogamente, nosso organismo procede da mesma 
maneira. Assim, estando constituído de células ordenadas em tecidos, órgãos e sistemas, os 
mesmos atuam em concordância com as funções fisiológicas e contribuem para o 
funcionamento do todo. Quando do acúmulo de desvios e inadequações além do limiar de 
tolerância do organismo, instala-se a patologia. Células com comportamento aberrante que se 
colocam à parte do funcionamento especializado tecidual e proliferam a taxas anormais 
impactam em um aumento local de massa celular, formando o que se conhece como tumores. 
Tumores benignos (não invasivos), usualmente não impactam na sobrevivência do paciente, 
salvo quando do acometimento de órgãos vitais. Tumores malignos (ou câncer) apresentam 
células agressivas que saem de seu contexto local e invadem outros tecidos, próximos ou 
distantes, podendo impactar negativamente com a função deste tecido e, ultimamente, do órgão 
ao qual o mesmo pertence. A invasividade de tumores malignos é a principal causa da 
mortalidade associada ao câncer1. 
Assim, o tumor é formando por células que defletiram da ontogenia programada. 
Um grande esforço foi feito no decorrer do século XX, assim como ainda é feito, no sentido de 
se estabelecer quais características mínimas a célula deve adquirir para tornar-se insensível ao 
seu dever como constituinte de um ente multicelular. Propõem-se que células tumorais 
adquirem diversas características no decorrer de seu caminho de transformação – tais como a 
instabilidade do genoma, aumento de mutações e a inflamação regional2 – que permitem o 
desenvolvimento de habilidades como a insensibilidade à sinais antiproliferativos 
(descontrolando a proliferação tecidual), auto-suficiência em sinalização de crescimento 
(desencadeando a proliferação contínua autônoma), capacidade replicativa indefinida 
(ignorando a restrição telomérica), evasão da apoptose (impedindo a morte celular 
programada), promoção da angiogênese (para suprir com nutrientes o crescente número de 
células), a capacidade de invadir tecido adjacente e distante (impactando na atividade de tecidos 
e órgãos)3, escape à imunovigilância (impedindo a resposta do organismo frente à agressão) e 
o desequilíbrio energético celular2. Em particular, a última característica está envolvida com a 
manutenção de três aspectos básicos: a geração de energia para suprir reações bioquímicas 
diversas, produção de blocos biossintéticos e a manutenção do balanço óxido-redutivo celular. 
Na base destas alterações energéticas está o intenso consumo de glicose, usado como base de 
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metodologias de diagnóstico tumoral, e glutamina, ambos importantes e praticamente ubíquas 
fontes de energia e blocos biossintéticos4. 
Há longa data, o laureado com um prêmio Nobel em 1931, Otto Heinrich Warburg, 
observou o elevado processo fermentativo ativo em células tumorais, gerando quantidades 
energéticas equiparáveis ao processo respiratório – observações designadas como glicólise 
aeróbica5. A utilização de seu sobrenome como descrição para este fenômeno veio muito 
posteriormente, em 1972, sendo apenas no atual século que a real efervescência de publicações 
na área tornou-se realidade6. Tal fenótipo é consequência da desregulação da via glicolítica, e 
se conecta intimamente com um deslocamento do comportamento do ciclo dos ácidos 
tricarboxílicos (TCA) de uma função primariamente oxidativa energética para um papel 
biossintético. 
 
1.1 O CICLO DO TCA E A DEMANDA POR CARBONOS 
 
A glicólise, processo pelo qual a célula transforma a glicose internalizada em duas 
moléculas de piruvato, provê energia e blocos biossintéticos envolvidos com a síntese de ácidos 
nucléicos – imprescindíveis para a proliferação celular. Sua molécula final, entretanto, pode ser 
transformada em lactato (processo da fisiologia normal em condições anaeróbicas, 
principalmente do tecido muscular levado à esforço extremo e sem o aporte necessário de 
oxigênio), ou condensada à coenzima A, formando o acetil-CoA, capaz de adentrar o ciclo do 
TCA7. O primeiro cenário, a priori energeticamente desfavorável, é amplamente utilizado por 
diversos tipos tumorais, possivelmente por distintos fatores, dentre eles: o descompromisso com 
o balanço energético do organismo (ou seja, a utilização indiscriminada dos nutrientes 
constantemente disponíveis na corrente sanguínea)8, a necessidade do encaminhamento dos 
carbonos da glicose para processos biossintéticos e não unicamente energéticos8, e as vantagens 
conferidas pelo estabelecimento de um ambiente ácido no desenvolvimento de mutações e 
manutenção das características tumorais9,10. 
Entretanto, para a manutenção da biossíntese de diversos blocos celulares, as 
células proliferativas tumorais também dependem do TCA, dada a plêiade de vias que 
demandam de seus intermediários para a execução (Figura 1). Assim, sua importância 
majoritariamente energética é substituída pela função de fornecimento de moléculas para a 
síntese de aminoácidos diversos, de pirimidinas e purinas, de ácidos graxos e esteroides, entre 
outros 7,11. Com a cataplerose (evasão) de moléculas do ciclo do TCA para estes processos 
biossintéticos, o mesmo precisa ser reabastecido por novas fontes de carbono. Piruvato pode 
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também ser convertido a outras moléculas, gerando vias anapleróticas alternativas. Assim, 
através da ação da piruvato carboxilase (PC), pode formar oxaloacetato e pela ação da enzima 
málica (ME1, ME2 ou ME3), formar malato. Outras vias anapleróticas são exploradas, 
principalmente envolvendo aminoácidos, sendo um dos principais a glutamina11. Enquanto que 
a anaplerose do TCA via piruvato nas vias metabólicas descritas acima é importante para alguns 
tipos tumorais (especialmente de PC para pulmão12) a suplementação por glutamina tem se 
mostrado importante para diversos tipos tumorais tais como pulmão, pâncreas e mama 13–17. 
 
Figura 1 – Glicólise 
aeróbica e o ciclo do 
TCA 
A intensificação da 
via glutaminolítica 
(seta em verde na 
direita), associada a 
cataplerose do TCA 
(para alimentar a 
síntese de moléculas 
nas caixas cinzas) 
definem a 
necessidade de 
suplementação do 
mesmo (anaplerose, 
seta em verde na 
direita) pelos 
carbonos da glutamina. 
 
A glutamina é o aminoácido mais abundante do plasma sanguíneo, sendo também 
utilizada para a síntese de peptídeos, glutationa, ácido fólico e neurotransmissores 18. Para servir 
de substrato energético e biossintético, a glutamina é oxidada de forma análoga à oxidação da 
glicose, processo conhecido como glutaminólise. Neste processo a glutamina é convertida em 
glutamato, e este é transformado em α-cetoglutarato, que pode então entrar no ciclo do TCA 
(Figura 1). 
Quando o ciclo do TCA não é utilizado como fonte de intermediários metabólicos 
para outras vias biossintéticas, ou seja, é empregado apenas para a produção de energia, o 
carbono do grupo carbonila doado pelo acetil-CoA (círculos vermelhos no esquema superior 
daFigura 2A) é inteiramente liberado como dióxido de carbono (CO2) em sua segunda volta no 
ciclo; já o carbono do grupamento metila (círculos verdes no esquema) é incorporado ao pool 
e depende de mais voltas para ser liberado como CO2. Tal fato na produção do succinato, a 
molécula se torna simétrica e só é possível definir que um dos carbonos centrais é originado da 
metila e um dos carbonos externos é originado da carbonila (denotada pela probabilidade de 
50% no esquema). Em situação de ausência de demanda biossintética celular, a oxidação do 
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piruvato glicolítico no TCA mantém o balanço de carbonos no ciclo, dado que toda entrada é 
compensada pela saída na forma de CO2.  
Criando-se uma necessidade de utilização do TCA como fonte biossintética, dá-se 
a evasão de carbonos do mesmo; isto, associado a intensificação da perda de carbonos 
glicolíticos na forma de lactato, faz-se com seja imprescindível a suplementação do ciclo. O 
mesmo é, como comentado acima, frequentemente suplementado com glutamina através da 
degradação da mesma em glutamato pela enzima glutaminase e posterior conversão em α-
cetoglutarato. O metabolismo de glutamina no ciclo pode ser, em situações específicas, tais 
como hipóxia19,20 ou em mutações em enzimas do ciclo do TCA ou da cadeia de transporte de 
elétrons21, realizado no sentido redutor (carboxilação redutiva); neste sentido, cinco dos seis 
carbonos do citrato passam a ser oriundos da glutamina e esta se torna imprescindível para a 
produção do mesmo (Figura 2B). Em situação mais geral acontece a metabolização da 
glutamina no sentido oxidativo (Figura 2C), com seus carbonos se mesclando aos carbonos do 
acetil-CoA derivado de glicose, gerando citrato com quatro dos seis carbonos oriundos da 
glutamina e os outros dois da glicose. Em outra situação específica, tais como limitação de 
glicose ou inibição do transporte de piruvato22,23, pode haver a conversão de malato (oriundo 
de glutamina) a piruvato e, então, em acetil-CoA, formando, assim, citrato com os 6 carbonos 
derivados da glutamina (Figura 2C). 
 
Figura 2 – Glutamina e a anaplerose alternativa do 
TCA 
(A) Representação da entrada exclusiva de piruvato no 
ciclo do TCA e probabilidade da distribuição e 
eliminação dos seus carbonos em duas voltas 
completas, indicando ausência de sobressalentes para 
biossíntese. Círculos vazios representam carbonos não 
destacados derivados do acetil-CoA, círculos 
vermelhos são carbonos da carbonila e verdes do 
grupamento metila. (B) Entrada anaplerótica de 
glutamina no ciclo do TCA na forma da carboxilação 
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redutiva, com o provimento de carbonos especialmente para a geração de citrato e posterior síntese de lipídeos. 
Círculos vazios representam carbonos não-oriundos da glutamina, círculos roxos representam carbonos da 
glutamina e círculos pretos representam nitrogênios. (C) Entrada anaplerótica de glutamina no ciclo do TCA, tanto 
na forma da oxidação completa (com geração de piruvato e acetil-CoA), quanto na oxidação parcial com 
complexação de acetil-CoA da glicose. Caminho destacado em verde representa a utilização da enzima málica 
para a produção de piruvato, especialmente na ausência de glicose ou de transporte de piruvato para a mitocôndria, 
que pode sustentar o ciclo apenas a partir de glutamina. Círculos vazios representam carbonos não-oriundos da 
glutamina, círculos marrons representam carbonos da glutamina e círculos pretos representam nitrogênios. 
Glicólise (A) adaptada de Garret & Grisham7 e glutaminólise (B e C) de Murai et al23. 
 
1.2 AS DIVERSAS GLUTAMINASES E IMPORTÂNCIA PARA O CÂNCER 
 
São observados, no genoma humano, dois loci responsáveis pela codificação de 
glutaminase: um está no cromossomo 2, e é chamado de gene GLS, e o outro está no 
cromossomo 12, sendo chamado de gene GLS2 (Figura 3)24. O primeiro gene codifica, ainda, 
duas isoformas distintas geradas por splicing alternativo: a mais longa, KGA (Kidney-type 
GlutaminAse), e a mais curta, GAC (GlutaminAse C). Para gerar GAC há a troca dos 4 exons 
terminais da KGA por um distinto, contendo códon de parada e região terminal não traduzida 
(3’UTR) própria25. Por compartilharem o mesmo N-terminal, ambas apresentam a mesma 
sequência de localização mitocondrial (sendo, entretanto, a isoforma KGA eventualmente 
observada fora da mitocôndria26), e o motivo EF-hand like, de ligação a cálcio ainda não 
experimentalmente evidenciada. Além disto, ambas apresentam o mesmo domínio catalítico. A 
isoforma KGA se distingue no C-terminal pela presença de domínios do tipo anquirina, 
normalmente envolvido em interação proteína-proteína, enquanto GAC dispõe de um C-
terminal desestruturado26,27. Apesar de KGA apresentar estas repetições anquirina ainda não foi 
descrita nenhuma proteína com a qual ela interagisse via este domínio. Funcionalmente, ambas 
isoformas apresentam atividade aumentada quando como tetrâmeros (oligomerização esta 
dependente da concentração proteica e da presença de fosfato26), sendo que GAC apresenta 
maior eficiência catalítica por formar mais facilmente oligômeros maiores do que tetrâmeros27–
29. Quanto à expressão no contexto fisiológico normal, KGA foi descrita presente em todos os 
tecidos, com exceção do fígado, enquanto a presença da GAC já foi descrita em coração, 
pulmão, rim e pâncreas, tecidos mamários e células nervosas30. Observando os dados do projeto 
Human BodyMap 2.0 disponibilizados como pistas do visualizador ENSEMBL, dados de RNA-
Seq suportam a expressão de KGA e GAC em tecido adiposo, adrenal, mama, cólon, coração, 
rim, fígado, pulmão, linfonodos, ovário, próstata, testículos, osso e tireoide. 
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Figura 3 – Esquema dos domínios proteicos presentes nas isoformas de GLS e GLS2 
(A) Isoformas distintas do gene GLS. Gráfico abaixo da representação esquemática de KGA (superior) indica a 
conservação da sequência proteica em vertebrados. Pontos verdes definem os aminoácidos menos conservados em 
vertebrados acima do percentil de 90% do escore Rate4Site31. A estrutura proteica cristalográfica representada é 
da isoforma KGA (PDB:5UQE, cadeia B32) representada como cartoon; domínio N-terminal EF-Hand-like (com 
similaridade ao domínio de ligação a cálcio EF-Hand33) em azul, domínio de glutaminase em amarelo e C-terminal 
com as 3 repetições de anquirina (Ank 1, 2 e 3, Ankyrin repeats) denotadas em verde, marrom e vermelho (hélice 
de ligação em cinza). Linha vertical indica a posição do splicing alternativo que altera a porção c-terminal da 
isoforma GAC (inferior). (B) Representação esquemática das duas isoformas distintas de GLS2, GAB e LGA. Mit: 
sequência de direcionamento mitocondrial. 
 
O gene GLS2, por sua vez, expressa suas duas isoformas em função da escolha 
distinta de promotores: o uso da região mais distal leva à expressão da isoforma GAB 
(GlutaminAse B), enquanto que promotor localizado dentro do primeiro intron propicia a 
codificação de LGA (Liver-type GlutaminAse)34. Construção contendo região do domínio N-
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terminal comum a ambas isoformas, região catalítica e domínio C-terminal de GLS2 apresenta 
menor atividade do que KGA e GAC26. Dados de atividade enzimática comparativos de LGA 
com GAB são pouco abundantes, mas indicam uma possível atividade superior da primeira, 
mais curta, em relação à segunda, mais longa34. GAB, com mais informação na literatura, 
apresenta localização mitocondrial menos evidente – sendo até mesmo nuclear em 
determinados tipos celulares35 –, incapacidade de formar oligômeros maiores que 
tetrâmeros27,36 e ativação por amônio em mecanismo de feedback positivo37–39. Na fisiologia 
normal, GAB é expressa no fígado, pâncreas e cérebro40, enquanto LGA foi detectada em fígado 
e cérebro 34. 
A inibição da via glutaminolítica é uma estratégia terapêutica para câncer que foi 
inicialmente proposta na década de 60 com a depleção da glutamina sérica (via administração 
da enzima glutaminase-asparaginase purificada de Pseudomonas sp). Tal abordagem reduziu a 
proliferação tumoral in vivo mas não trouxe benefício na sobrevida aos ratos avaliados dada a 
toxicidade causada pela ausência de glutamina circulante41. Mais recentemente, as abundantes 
observações da correlação positiva entre os níveis glutaminolíticos e a capacidade proliferativa 
tumoral42 têm justificado a contínua busca da compreensão da relação entre o metabolismo 
tumoral e este aminoácido. Como colocado acima, além de contribuir com a anaplerose do ciclo 
do TCA em condições de ativação de vias biossintéticas importantes para a proliferação celular, 
a glutamina tem mostrado atuar em outros mecanismos de malignidade. Especificamente, a 
glutamina, via seu produto metabólico, α-cetoglutarato43, promove a transição epitélio-
mesênquima (EMT), na qual as células se tornam indiferenciadas e podem migrar pelo 
organismo colonizando outros tecidos e órgãos44. 
Neste sentido, estratégias têm sido traçadas para a inibição dos produtos de GLS 
pelo uso de inibidores competitivos (DON45) ou pelo uso de inibidores alostéricos. Nesta última 
alternativa, o inibidor CB-839 está em estudos clínicos fase I e II tanto em monoterapia ou em 
associação com quimioterápicos conhecidos, tendo mostrado resultados promissores para 
tumores de pâncreas46, leucemias 47, pulmão48, mama17, entre outros.  
Já GLS2, por ser alvo transcricional de p5349,50, é relacionado na literatura com a 
supressão tumoral. Em específico, foi mostrado que sua interação com a pequena GTPase Rac1 
impede a ação promotora de metástase e invasão da mesma 51. Todavia, existem também casos 
em que inibidores específicos à GLS2 reduzem a proliferação celular e a formação de colônias 
independente de ancoragem 52, implicando que a ação pró- ou anti-tumoral da mesma é contexto 
dependente. 
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1.3 A COORDENAÇÃO SISTÊMICA DAS ATIVIDADES DE GLS E GLS2 EM 
SITUAÇÃO FISIOLÓGICA NORMAL 
 
O gene GLS2, cuja expressão majoritariamente se dá nos tecidos hepáticos, 
apresenta importante papel no contexto do ciclo da ureia (Figura 4, com todos os passos 
enzimáticos, Figura 5 em um contexto sistêmico), em possíveis múltiplos níveis: provimento 
de amônio como substrato da enzima carbamoil fosfato sintase (CPS1)53 que é o ponto de 
entrada do nitrogênio no ciclo; provimento de glutamato para a transaminase glutâmico-
oxaloacética mitocondrial (GOT1) que fornece aspartato ao ciclo36; provimento de glutamato 
para a enzima n-acetilglutamato sintase (NAGS), que produz o n-acetilglutamato, regulador 
positivo de CPS1, passo lento e regulatório do ciclo54. Quando do não funcionamento adequado 
do fluxo do ciclo, mesmo na abundante presença de amônio, o fígado pode despejar este excesso 
na corrente sanguínea e levar à um quadro de encefalopatia hepática55. Esta síntese contínua de 
amônio, mesmo na presença de seus elevados níveis é possível, inclusive, por consequência do 
feedback positivo para amônio em GLS237,38,54. Diferente de GLS2, GLS é inibida por 
amônio56, e potencialmente com pouca atividade potencial no fígado. 
 
Figura 4 – Interconexão entre o TCA e o ciclo 
da ureia no fígado 
GOT1: Glutamic-oxaloacetic transaminase 
1.GLS2: Glutaminase 2. ASS1: Argininosuccinate 
synthase 1. ASL: Argininosuccinate lyase. ARG1: 
Arginase 1. OTC: ornithine transcarbamylase. 
CPS1: Carbamoyl-phosphate synthase 1. NAGS: 
N-acetylglutamate synthase. 
 
 
 
 
 
 
 
Fisiologicamente, o produto do gene GLS se mostra importante especialmente no 
cérebro e rim. No primeiro caso, KGA é a isoforma que mais contribui para a síntese de ácido 
γ-aminobutírico (GABA), como molécula neurotransmissora30. Nos rins de mamíferos, por sua 
vez, em situação de acidose sanguínea, as glutaminases KGA e especialmente a GAC estão 
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envolvidas com o mecanismo de secreção de amônio (NH4
+), produto da catálise da 
glutamina57.  
As atividades de GLS e GLS2 se comunicam através do eixo hepático-renal de 
excreção nitrogenada58 (Figura 5, esquerda). A glutamina, via GLS2, é degradada em glutamato 
e amônia, que pode se combinar a um próton e formar amônio (situação privilegiada dado o 
pKa elevado, de 9,25). Este (oriundo da degradação de glutamina e também coletado da 
circulação sanguínea54,58), pela ação da carbamoilfosfato sintase (CPS1), se une a bicarbonato 
e adentra ao ciclo da ureia, que é produzida e despejada na circulação sanguínea para posterior 
secreção pelo rim58.  
 
 
Figura 5 – Regulação do balanço 
ácido-base realizado pelo fígado e 
pelo rim 
Quadro esquerdo indica a situação 
de homeostase e na direita cenário 
de acidose metabólica. Adaptado de 
Häussinger58. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Em acidose metabólica (Figura 5, direita), há a redução do pH sanguíneo, o que, 
por sua vez, promove a regulação negativa do ciclo da ureia no fígado (devido a reduzida 
expressão da aquaporina mitocondrial 8, envolvida no transporte do amônio citoplasmático para 
a utilização pela enzima carbamoilfosfato sintase, CPS1), com a finalidade de economia de íons 
bicarbonato. Com a parada do ciclo da ureia, há acúmulo de NH4
+, o qual precisa ser secretado 
do órgão. Para tanto, células de hepatócitos perivenosos (presentes na saída do sangue do 
fígado), complexam, pela ação da glutamina sintase, amônia (NH3) com glutamato, produzindo 
glutamina. Sendo uma carregadora não tóxica de nitrogênio na corrente sanguínea, a glutamina 
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é recaptada pelos rins onde é transformada em glutamato pelas glutaminases renais. Nesta 
reação, a amônia é formada novamente, complexada com prótons e liberada na urina na forma 
do ácido fraco amônio, eliminando, desta maneira o excesso de prótons da corrente sanguínea. 
Isto, aliado a economia de base bicarbonato no fígado, leva ao aumento e regularização do pH 
do sangue58. O processamento de glutamina nos rins quando da acidose metabólica se dá pela 
GAC, isoforma mais cataliticamente ativa, cujo mRNA é estabilizado por intermédio da sua 
3’UTR, ao menos em H. sapiens e S. scrofa25, em mecanismo que será explicado abaixo. 
 
1.4 MECANISMOS GERAIS REGULATORIOS DE GLS 
 
A avaliação de amplas coortes de pacientes mostram que a expressão aumentada de 
GLS, em relação ao tecido normal adjacente, só é observada em poucos tipos tumorais, tais 
como cólon, esôfago, fígado, estômago, tireoide e cabeça-e-pescoço 59. O único fator de 
transcrição até então descrito como regulador da expressão de GLS é c-Jun, o qual se liga 
diretamente ao promotor do gene e aumenta sua expressão60. 
O oncogene MYC (também conhecido como c-Myc) foi o primeiro a ser descrito 
como importante para o aumento da atividade de glutaminase em situação tumoral. MYC regula 
diversos passos do metabolismo de glutamina, seja pelo aumento de transportadores 
citoplasmáticos de glutamina, tais como os transportadores de aminoácidos neutros SLC (solute 
carriers, como ASCT e SN2)61, como também pela repressão transcricional da expressão de dois 
microRNAs, miR-23a/b, que almejam a 3’UTR da isoforma KGA de GLS14. Esta regulação 
impacta na abundância proteica da isoforma GAC por mecanismo não descrito14. Tumores com 
amplificação de MYC tornam-se “viciados” em glutamina62. Além de MYC, mostrou-se que  
fibroblastos murinos transformados com Dbl oncogênico (uma Guanine Exchange Factor 
necessária a ativação de Rho GTPases), tiveram o fenótipo tumoral inibido pelo composto 968, 
cujo alvo identificado foi a isoforma GAC63.  
Nosso grupo demonstrou, em colaboração com o pesquisador George Callin do MD 
Anderson (Texas), que o long non-coding RNA (lncRNA) CCAT2, localizado na banda 
cromossômica 8q24 e detentor de SNP associado a risco de câncer de cólon rs6983267, regula 
o metabolismo tumoral in vitro e in vivo, de maneira alelo-específica64, artigo no qual colaborei 
diretamente (Anexo 1). O alelo G do SNP mencionado é associado com predisposição ao 
desenvolvimento de câncer de cólon, enquanto que o alelo T não o é. Os diferentes alelos (G e 
T) de CCAT2 se ligam ao complexo Cleavage Factor I (CFIm) com afinidades distintas, tendo 
G maior afinidade. O complexo CFIm-CCAT2 direciona o splicing alternativo de GLS, através 
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da interação com um sítio poli(A) no intron 14 do pre-mRNA de GLS, escolhendo a isoforma 
GAC, cataliticamente mais ativa64.  
Em nível pós-traducional, a isoforma KGA, em específico, apresenta uma 
sequência Lisina - Ácido Glutâmico - Asparagina (KEN Box) e motivo de destruição (D-Box) 
no seu c-terminal. O complexo promotor da anáfase-ciclossomo-Cdh1 (APC/C-Cdh1) modula 
a degradação de KGA através desta região quando a célula avança para a fase G2/M do ciclo 
celular, impactando na síntese de bases nitrogenadas65. Este mecanismo afeta o consumo de 
glutamina e secreção de amônio durante estas fases do ciclo, com provável relação à demandas 
biossintéticas celulares específicas 66. Por fim, diversas outras modificações pós-traducionais 
do tipo fosforilação, acetilação e succinilação já foram descritas para GLS, com impacto sobre 
a atividade e glutaminase e o fenótipo tumoral ainda desconhecido 27,67. 
 
1.5 MECANISMO REGULATÓRIO DE GLS POR ESTABILIZAÇÃO DE 3’ UTR EM 
ACIDOSE 
 
A regulação da estabilidade de um mRNA é um importante mecanismo de controle 
da expressão gênica. Tal estabilização pode ser modulada pela presença de elementos 
regulatórios em cis nos mRNAs e sua interação com o elementos regulatórios em trans68. Em 
células de mamíferos, os elementos ricos em adenosina e uridina presentes no 3’UTR mRNA, 
chamados de AU-rich elements (AREs), foram identificados pela sua habilidade em levar tais 
RNAs à degradação rápida, em um mecanismo dependente de de-adenilação (encurtamento da 
cauda poli-A)69. 
O evento fisiológico já mencionado de acidose metabólica impacta o metabolismo 
renal de glutamina por elevar em até cinco vezes a atividade glutaminolítica em ratos expostos 
por sete dias à água acidificada com cloreto de amônio. O aumento da atividade glutaminolítica 
renal foi acompanhado de um aumento da abundância proteica de mesma ordem; tal efeito não 
foi observado na atividade glutaminolítica cerebral ou intestinal70. Este aumento no nível 
proteico foi explicado pelo aumento nos níveis de mRNA71. A restauração de água em pH 
normal para o consumo levava ao retorno dos níveis iniciais de mRNA, proteína e atividade 72.  
Em um modelo in vitro de células epiteliais do túbulo renal suíno LLC-PK-F+, foi 
mostrado um aumento dos níveis de mRNA de glutaminase em até oito vezes após a exposição 
a um pH 6.9, frente ao usual 7.473. Tal aumento se mostrou relacionado com sequências 
localizadas na 3’UTR do mRNA, que impactaram no aumento da estabilidade em pH 6.9 de 
transcrito repórter e do shift em gel de RNA quando da incubação com extratos de células 
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mantidas nesse pH73–75. Eventualmente, observou-se que tais elementos responsivos a pH 
estavam presentes no mRNA da isoforma GAC25.  
Em adição, mostrou-se que a degradação do mRNA em pH fisiológico mediada 
pela 3’UTR (Figura 6) seria, no contexto renal, comandada pela proteína ζ-Crystallin. ζ-
Crystallin liga-se a 3’UTR (passo 1 em pH fisiológico, Figura 6) e recruta a ribonuclease 
específica de poli(A) (PARN, passo 2 em pH fisiológico, Figura 6) que remove cauda protetora 
poli(A). A estabilização em situação de acidose, por outro lado, é dirigida pela proteína HuR, 
que transloca do núcleo para o citoplasma enquanto ζ-Crystallin migra para grânulos de estresse 
(passo 1 em acidose metabólica, Figura 6) e interage com a 3’UTR do mRNA de GAC (passo 
2 em acidose metabólica, Figura 6), o que impede o processo de degradação57 (passo 3 em 
acidose metabólica, Figura 6).  
 
 
Figura 6 – Regulação da 
estabilidade do mRNA de GAC 
dentro do contexto fisiológico 
normal e de acidose metabólica 
Adaptado de Ibrahim et al57. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Na Figura 7 mostram-se as sequências presentes no 3’UTR das isoformas de GLS 
já experimentalmente validadas como passíveis de ligação à diversas RNA binding proteins 
(sequências de ligação identificadas como caixas laranjas na linha identificada como “PAR-
CLIP” no esquema). Observa-se que no mRNA de GAC estas sequências são mais abundantes; 
além disto, somente o mRNA de GAC contém AU-rich elements (ARE) preditos por AURA2. 
As setas verticais indicam a ligação especificamente da proteína HuR, observada também em 
KGA, mesmo na ausência de sítios preditos pela ferramenta. 
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Figura 7 – Sítios de regulação na porção 3' não traduzida do mRNA das isoformas do gene humano GLS 
Região 3’ UTR da isoforma KGA (A) ou GAC (B) com os respectivos sítios de ligação teóricos ARE (quando 
presentes, barras pretas) e sítios com evidência experimental (PAR-CLIP, barras amarelas, linhas suficientes para 
evitar empilhamento76) de ligação por alguma proteína de ligação a RNA. Setas pretas verticais indicam posições 
onde tal ligação é da proteína HuR. Busca realizada utilizando a plataforma AURA276.  
 
1.6 HUR, REGULAÇÃO DE MRNA E CÂNCER 
 
A família das proteínas Hu (Human antigen), codificada pelos genes ELAVn 
(Embryonic lethal abnormal vision-like) é composta de quatro membros em vertebrados: HuR 
(eventualmente referenciada com HuA, ELAVL1), HuB (Hel-N1, ELAVL2), HuC (PLE21, 
ELAVL3) e HuD (ELAVL4), sendo a primeira de expressão ubíqua e as demais enriquecidas em 
neurônios – salvo HuB, também expressa nas gônadas77. A homóloga em Drosophila 
(Embryonic Lethal Abnormal Vision, ELAV) é restrita aos neurônios, sendo de grande 
importância no desenvolvimento do inseto, de maneira que seu fenótipo de letalidade nomeia o 
gene77. Estruturalmente (Figura 8), as proteínas da família Hu apresentam três distintos 
domínios de ligação a RNA, chamados de RRMs (RNA recognition motifs). Não existe 
informação cristalográfica do terceiro domínio para HuR, o qual apresenta similaridade 
superior a 90% entre as variantes.  
As sequências ARE, tais como o motivo canônico de ligação de HuR, AUUUA78, 
são usualmente localizadas nas regiões 5’ ou 3’UTR de mRNAs. Estas sequências propiciam a 
degradação pelo complexo designado de exossomo, via interação das mesmas com elementos 
como AUF1 e KSRP79. HuR, entretanto, impede esta ação, atividade que foi deduzida de sua 
incapacidade de co-imunoprecipitar com os elementos do exossomo ou ser detectada em 
espectrometria de massas de seus constituintes, disputando a ligação à regiões ricas em AU com 
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os elementos AUF1 e KSRP79. Outra maneira de HuR definir o destino do mRNA é localizando 
o mesmo em polissomos, complexos de ribossomos com mRNA que impactam em elevados 
níveis de expressão dos mRNAs com eles associados77. De maneira antagônica, a proteína pode 
se ligar à região 5’UTR dos mRNAs e inibir a associação de ribossomos e o início de tradução, 
reduzindo os níveis proteicos gerados pelo mRNA80. Ainda no citoplasma, HuR pode definir a 
localização do mRNA e onde o mesmo será traduzido, e, assim, definir a localização celular do 
produto proteico. CD47, por exemplo, dispõe de um peptídeo sinal e hélices transmembrana, 
entretanto é solúvel no citoplasma; quem define a inserção da mesma na membrana é a 
localização do mRNA próxima ao retículo endoplasmático, que a envia para a membrana 
externa celular, mecanismo este regulado por HuR81. 
 
Figura 8 – Esquema dos domínios proteicos presentes na proteína HuR e informação estrutural disponível 
(A) Representação esquemática de HuR, indicando os domínios de ligação à RNA (RNA Recognition Motif, RRM) 
e o segmento de controle de localização citoplasma-núcleo (HuR Nuclear-cytoplasmic Shuttling sequence, HNS). 
Abaixo do esquema, gráfico indicando a conservação da sequência proteica em vertebrados (OrthoDB 
EOG090B07MJ82), onde os vales (pontos mais baixos) indicam regiões menos conservadas, com a linha tracejada 
indicando o percentil de 90% do escore Rate4Site31 para a sequência e os pontos verdes para resíduos que 
ultrapassam este corte. (B) Estrutura cristalográfica dos primeiros domínios RRM da proteína (PDB:5UQE, cadeia 
A83) ligada a um RNA. A representação em cartoon contém o RRM1 (em bordô) e o RRM2 (em laranja), com os 
resíduos mais variáveis indicados na estrutura secundária em verde. Os resíduos mais variáveis não participam da 
interação com o RNA (em azul, representados o raio de van der Waals para os átomos, sobrepostos ao cartoon da 
fita).  
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A região de alça entre o segundo e terceiros domínios RRM de HuR é responsável 
pelo transporte da proteína entre citoplasma e núcleo, função a qual é mediada pela Transportina 
284. Tal região, designada de HNS (HuR nucleocytoplasmic shuttling sequence), contém, ao 
mesmo tempo, um sinal de localização nuclear e de exportação ao citoplasma 85, o que permite 
sua entrada e saída do núcleo, podendo, assim, mediar o transporte de alguns mRNAs para o 
citoplasma86. A localização celular de HuR é predominantemente nuclear, se tornando mais 
concentrada no citoplasma de tecidos tumorais, situação esta que favorece a transformação 
celular87,88.  
No citoplasma, HuR realiza o processo de estabilização ou controle da tradução do 
mRNA descritos acima89. Quando nuclear, HuR pode influenciar o splicing alternativo de 
distintos alvos90–93, ocluindo suas sinalizações para a maquinaria de splicing ou mesmo por sua 
interação direta com o spliceossomo94,95. Sua atuação ocorre modulando a inserção ou remoção 
de exons em diversos transcritos96,97. A proteína First apoptosis signal receptor (Fas-
CD95/APO-1, mediadora de resposta apoptótica), tem o splicing alternativo de seu gene (FAS) 
regulado pela ligação de HuR no intron 5, inibindo, assim, a inserção do exon 690. Em outro 
contexto, o gene Transformer-2 sex-determining protein (TRA2, responsável por regular o 
splicing alternativo de diversos outros genes) tem seu splicing regulado pela ligação de HuR 
em seu segundo exon98.  
Reforçando sua relação com splicing alternativo, análises ômicas de preferência de 
ligação em introns indicam uma preferência de ligação de HuR no começo ou o final dos 
mesmos99, ainda no mRNA nascente e impedindo o acesso da maquinaria de poliadenilação. 
Por este mecanismo, que acontece no próprio pre-mRNA de ELAVL1, leva a escolha de sítio 
mais distal100 e a inclusão de diversas sequências de desestabilização, reduzindo, em um 
feedback negativo, os níveis de seu mRNA101. A avaliação da abundância de sítios condizentes 
com motivos de ligação de diversas RBPs102 em regiões próximas a exons que são alvo de 
splicing alternativo revelou que, entre os motivos mais enriquecidos no genoma humano, estão 
não só os de HuR, assim como os de todas as proteínas de sua família 103. 
HuR pode ser regulada pós-traducionalmente por modificações como fosforilações, 
ubiquitinações, clivagens, metilações ou neddylações. Os resíduos S88, S100, T118, S158, 
S221 e S318 estão relacionados com fosforilações que modulam a ligação a distintos mRNAs 
de forma diversa, sendo que - salvo S88 e S100 - também impactam na localização nuclear ou 
citoplasmática da proteína104. Como esperado, ubiquitinações levam à degradação da proteína, 
efeito contrário de neddylações, que mantém a proteína reclusa no núcleo sem disponibilidade 
para degradação105.  
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Com diversas camadas regulatórias e possibilidades de atuação, HuR participa 
desde a geração do mRNA com a modulação do splicing alternativo até o seu destino no 
citoplasma de uma inúmera quantidade de RNAs relacionados com diversos eventos celulares97 
(Figura 9). Seu knock-down implicou na alteração de expressão de aproximadamente 13% do 
Transcriptoma RefSeq em células HeLa89. 
 
 
Figura 9 – Mecanismos de regulação do mRNA em que HuR atua e suas consequências no desenvolvimento 
tumoral. 
Adaptado de Silanes et al87 e Wang et al106. 
Dada a tamanha variedade de efeitos e atuações de HuR não é de se espantar que a 
mesma tenha efeitos pró- e anti-tumorais. HuR atua aumentando a proliferação (estabilizando 
diversas ciclinas e fatores de crescimento, reprimindo a tradução de, por exemplo, p27), levando 
a evasão da apoptose (com a promoção de fatores de sobrevida), intensificando a angiogênese 
(especialmente pela estabilização ou aumento de tradução de Hypoxia inducible factor 1 alpha, 
HIF1A, e Vascular endothelial growth fator, VEGF), reduzindo a imunovigilância (com o 
aumento de TGF-B) ou agindo sobre alvos relacionados com o processo de EMT (como Snail 
Family Transcriptional Repressor 1, SNA1L, e Matrix metallopeptidase 9, MMP9) 107. 
Como anti-tumoral, a expressão induzível de ELAVL1 em células mielóides causou 
proteção quanto ao surgimento de tumores colorretais em camundongos, sem a definição de um 
alvo específico mas balanceando situações inflamatórias108. De maneira geral, HuR já foi 
associada com alterações do fenótipo bioenergético do câncer de mama, com a sua alta 
expressão associada a grandes desvios (em relação ao tecido normal) da expressão de um painel 
de genes associados a vias metabólicas109. 
Em diversos tipos tumorais, a abundância de HuR – total ou citoplasmática – se 
relaciona tanto com o prognóstico positivo quanto negativo de pacientes, eventualmente com 
informações contrastantes entre diversos trabalhos publicados 110, literatura que resumimos na 
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Tabela 1 para câncer de mama. Nesta origem tumoral (mama) níveis totais elevados de 
expressão de ELAVL1 são correlacionados com um prognóstico positivo em dois estudos (sendo 
um deles sem significância estatística)109,111, mas negativo em um terceiro112. A localização 
citoplasmática da proteína por sua vez, foi relacionada a um prognóstico negativo por quatro 
trabalhos de três grupos distintos113–116 e se mostrou indiferente por apenas um117. Os dois 
trabalhos que caracterizaram sua abundância nuclear não observaram correlação preditiva com 
o prognóstico dos pacientes115,117. Em suma, tais resultados evidenciam uma inconsistência 
quanto ao resultado preditivo da abundância diferencial de HuR, de maneira que pacientes com 
presença citoplasmática elevada nos tumores de mama podem apresentar risco proporcional de 
morte aumentado em 6,69 vezes, enquanto análise de seus níveis totais proteicos indicam que 
altos níveis se relacionam ao um risco proporcional reduzido em 3,23 vezes. 
 
Tabela 1 – Sumário da literatura acerca do prognóstico clínico de pacientes de câncer de mama de acordo 
com o nível de HuR 
Fonte 
Total 
Prognóstico 
(alto) 
Comentários Pacientes 
(baixo/alto) 
Cox HR [CI] p-value 
Ortega et al109 89(37/52) 0.31 [0.13-0.71] 0.006 Positivo 
Recidiva, proteína - 
western blot 
Yuan et al111 109 (?/?) < 1 [?-?] 0.28 Positivo† 
Recidiva, RNA - 
qPCR 
Giaginis et al112 191 (67/54) 3.714 [2.443–5.140] 0.0004 Negativo 
Recidiva, proteína - 
IHC 
Fonte 
Citoplasma 
Prognóstico 
(alto) 
Comentários Pacientes 
(baixo/alto) 
Cox HR [CI] p-value 
Denkert et al117 208 (145/63) -- 0.25 Indiferente 
Sobrevida, proteína 
- IHC 
Heinonen et al113 133 (95/38) 2.07 [1.05-4.07] 0.035 Negativo 
Metástase, proteína 
- IHC 
Heinonen et al114 525 (207/318) 1.74 [1.05-2.88] 0.0311 Negativo 
Sobrevida, Não-
BRCA, proteína - 
IHC 
Zhu et al 115 82 (44/38) 3.48 [1.53–4.40] 0.003 Negativo 
Recidiva, proteína - 
IHC 
Wang et al118 139 (99/40) 6.69 [2.47–18.13] <0.0001 Negativo 
Recidiva, proteína - 
IHC 
Fonte 
Núcleo 
Prognóstico 
(alto) 
Comentários Pacientes 
(baixo/alto) 
Cox HR [CI] p-value 
Denkert et al117 208 (80/128) -- 0.83 Indiferente 
Sobrevida, proteína 
- IHC 
Zhu et al115 82 (19/63) 1.74 [0.69–4.41] 0.240 Indiferente 
Recidiva, proteína - 
IHC 
NOTA: Cox HR: Proporção de risco de Cox; CI: intervalo de confiança; Recidiva: avaliou a sobrevida livre de 
recidiva; Sobrevida: avaliou a sobrevida global (irrespectivamente à causa de morte); Não-BRCA: pacientes sem 
mutação em BRCA1/2; IHC: Imunohistoquímica. †Os autores propõem um prognóstico positivo, entretanto sem 
um p-value significativo associado. 
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Assim, tendo em vista a regulação da estabilidade do mRNA de GAC por HuR na 
situação de acidose renal e a importância de HuR dentro do contexto tumoral, hipotetizou-se 
que HuR pudesse ser um importante regulador da glutaminase em câncer. Sua múltipla atuação 
regulatória – e os eventos já descritos para seu parálogo, HuD – abrem a possibilidade não só 
de uma atuação sobre a 3’UTR dos transcritos de GLS como também uma possível implicação 
na regulação do splicing alternativo do gene. Por fim, o estudo do eixo HuR-GLS e seu impacto 
nos fenótipos de proliferação, invasão e o metabolismo de glutamina de células tumorais pode 
trazer subsídios para a proposição de terapias voltadas a inibição destas proteínas no combate 
a doença. 
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2 OBJETIVOS 
 
O objetivo geral proposto foi compreender a ação regulatória da proteína de ligação 
à RNA HuR sobre os produtos do gene GLS, dentro do contexto tumoral, particularmente no 
splicing do gene GLS e a estabilidade de seus transcritos mediada por 3’UTR e os consequentes 
impactos fenotípicos desta regulação sobre o metabolismo, proliferação, migração e invasão. 
 
2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Mensurar utilizando dados publicamente disponíveis de transcriptômica e genômica a 
abundância da expressão de ELAVL1 em tecidos normal e tumoral e o efeito de seus níveis 
de expressão sobre o prognóstico dos pacientes. Identificar tumores onde HuR possa ter um 
papel importante para prognóstico da doença. 
 Avaliar a abundância e localização núcleo/citoplasma de HuR em um painel de células 
tumorais. 
 Modular os níveis de HuR em células de mamífero em cultura e avaliar seu impacto no nível 
de mRNA e nível proteico das isoformas GAC e KGA.  
 Avaliar o impacto de HuR sobre o splicing alternativo de GLS e estabilidade do mRNA de 
GAC e KGA. 
 Utilizando dados públicos ômicos de interação de HuR com regiões intrônicas, assim como 
informações de conservação evolutiva de sequência, identificar potenciais sítios de interação 
de HuR no intron 14 (envolvido no splicing que define as isoformas) de GLS. 
 Avaliar o impacto do knock down de ELAVL1 na atividade de glutaminase celular, 
metabolismo em geral, assim como na proliferação, migração e invasão de células tumorais.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 CLONAGEM E MODIFICAÇÃO DE VETORES 
 
Todas as Polymerase Chain Reaction (PCR) realizadas empregaram a enzima 
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs), seguindo instruções do 
fabricante. Igualmente, a mesma foi utilizada para remoção de extremidades coesivas119. Para 
a adenilação de produtos de PCR, foi realizada a incubação com Taq DNA Polimerase 
(Invitrogen) nas condições indicadas pelo fabricante. A restrição de plasmídeos ou produtos de 
PCR foi realizada com enzimas de restrição comercialmente disponíveis (New England 
Biolabs) seguindo instruções do fabricante. A purificação dos produtos amplificados ou vetores 
restringidos com enzimas foi realizada com o Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System 
(Promega), seguindo instruções do fabricante. A ligação direta de oligonucleotídeos anelados 
foi realizada como descrito previamente 120. Os oligonucleotídeos utilizados foram todos 
adquiridos com o fornecedor Exxtend, dessalinizados ou purificados por interação do grupo 
dimetoxitritil antes de sua remoção (Oligonucleotide Purification Cartridge). As modificações 
em vetores de expressão podem ser observadas no resumo da Figura 10 e no Quadro 1 e os 
oligonucleotídeos utilizados no Quadro 2. 
 
Quadro 1 – Resumo das construções para expressão ou silenciamento gênico utilizadas neste trabalho 
Vetor base cDNAs/shRNA nas construções 
pcDNA3.1-V5-His* 
HuR.WT* 
KGA.WT* 
pQC mKOrange IX* 
pQC MCS IRES Puro (vetor vazio) 
pQC V5-MCS IRES Puro (vetor 
vazio) 
pQC V5-mKO2-MCS IRES Puro 
pQC V5-MCS IRES Puro 
HuR.WT 
HuR.ΔHNS 
pQC V5-mKO2-MCS IRES Puro 
HuR.WT 
HuR.ΔHNS 
pQCXI Neo DsRed-LC3-GFP* 
pQC MCS IRES G418 (vetor vazio) 
pQC V5-MCS IRES G418 (vetor 
vazio) 
pLKO.1-TRC-Puro 
shGFP 
shLuc 
shHuR 
shHuRII 
tet-pLKO.1-puro 
shHuR 
shHuRII 
pET30b(+), mod* mKO2-HuR.WT 
NOTA: *Construções previamente disponíveis 
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Para a criação dos vetores pQC-MCS-IRES-PURO, o vetor pQC mKorange IX, 
gentilmente cedido pelo Dr. Connie Cepko (Addgene # 37344), foi modificado com a inserção 
do fragmento de resistência à puromicina a jusante de sua Internal Ribosomomal Entry Site 
(IRES). A mesma foi aberta com EcoRV e fechada com fragmentos contendo a sequência 
codificante da puromicina N-acetiltransferase, removida com BamHI e KpnI e com remoção 
das extremidades protundentes a partir do vetor pLKO.1-puro. A região múltipla de clonagem 
(MCS) foi estabelecida removendo o inserto mKO2 a montante do IRES com EcoRI e AgeI e 
adicionando sequência de ligação sintética produzida a partir de oligos anelados - criando sítios 
únicos para BamHI, XbaI, AgeI, PmeI, NotI e EcoRI, além da possibilidade de clonagem TA 
com restrição dupla por XcmI. À essa região, na porção N-terminal, foi adicionada uma tag V5 
com a restrição do primeiro sítio, BamHI, definindo um início de transcrição de Kozak e o 
epítopo viral, além de manter o sítio de BamHI em sua região 3'. Tal sítio, quando foi o caso, 
foi utilizado para a inserção de sequência codificante para mKO2, amplificada por PCR de vetor 
pGEM-T-mKO2 (Gentilmente cedido pelo Dr. Sílvio Roberto Consonni) e clivada com BglII 
e BamHI. HuR foi amplificada a partir de vetor pCDNA3.1-HuR.wt-V5-His previamente 
disponível no grupo. Para a remoção de sua região HNS, foram amplificados os fragmentos a 
jusante e a montante da mesma, unidos por sítio sintético de HindIII e inseridos no vetor da 
mesma maneira. A sequência removida compreendeu os aminoácidos 205-237 
(RRFGGPVHHQAQRFRFSPMGVDHMSGLSGVNVP) de HuR e a inclusão do sítio de 
HindIII substitui a mesma por uma lisina e uma leucina (KL). 
O vetor pQC-MCS-G418 foi produzido substituindo no vetor pQCXI Neo DsRed-
LC3-GFP, gentilmente cedido pelo Dr. David Sabatini (Addgene #31183), a região 
compreendida entre o início de seu promotor CMV e o início da entrada interna de ribossomo 
(IRES) pela mesma região do vetor, aqui produzido, pQC-MCS-IRES-Puro, utilizando as 
enzimas BglII e EcoRI em ambos os vetores. KGA-V5-6xHis foi extraído do vetor pcDNA3.1-
KGA.wt-V5-His utilizando as enzimas de restrição BamHI e PmeI, e inserido com as mesmas 
no vetor pQC-MCS-G418 construído. 
Os vetores repórteres para estudo da estabilidade da 3’UTR do mRNA das 
isoformas KGA e GAC foram produzidos utilizando o vetor psiCHECK2 modificado, 
gentilmente cedido pelo Dr. Marcio Chaim Bajgelman. Para a clonagem da 3’UTR de GAC, o 
vetor e foi clivado com XhoI e NotI e a região 3’UTR amplificada de DNA genômico extraído 
da linhagem de câncer de mama SKBR3 (utilizando Wizard SV Genomic DNA Purification 
System, seguindo instruções do fabricante, Promega), sendo clivada com as mesmas enzimas 
adicionadas aos oligonucleotídeos. Para a clonagem da 3’UTR de KGA, o vetor foi clivado 
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com SacI, com a ponta protundente removida, e NotI, sendo o inserto amplificado do mesmo 
DNA genômico com oligonucleotídeos contendo sítios de PmeI e NotI. 
 
Figura 10 – Representação simplificada dos vetores de expressão ou silenciamento utilizados 
(A) Vetores pcDNA3.1-V5-His-Topo (Invitrogen) previamente disponíveis no laboratório com a inserção das 
sequências codificantes de HuR, KGA ou GAC. (B) Vetores de expressão retroviral (Gammaretrovirus), 
modificados para a expressão de ELAVL1 selvagem ou deletada para a região HNS, que conferem resistência a 
puromicina, ou modificados para a expressão de KGA selvagem, conferindo resistência a geneticina. (C) Vetores 
de silenciamento retroviral (Lentivirus) para short hairpin controle ou almejando ELAVL1. (D) Vetor de expressão 
procariótica pET30b utilizado para a produção de proteína recombinante. CMV: Promotor do citomegalovírus 
humano. MCS: sítio múltiplo de clonagem. V5: pequeno epítopo do vírus símio Paramyxovirus. His: Sequência 
de 6 histinas. G418: Resistência ao agente de seleção geneticina. pA: região para finalização do mRNA e 
poliadenilação. 5’LTRΔ: região repetitiva 5’ truncada. MMLV Ψ: Sequência psi de empacotamento do vírus da 
leucemia murina de Moloney. gagΔ: poliproteína gag truncada.mKO1/2: proteína fluorescente monomérica 
kusabira-orange. IRES: sítio de entrada interna de ribossomo. 3’LTRΔ: região repetitiva 3’ truncada. HIV-1 Ψ: 
Sequência psi de empacotamento do vírus da síndrome de imunodeficiência humana do tipo 1. RRE: elemento 
responsivo à Rev. U6: promotor da polimerase III humana do tipo U6. shRNA: Sequência de short hairpin RNA. 
cPPT: Trato central de polipurina. CTS: Sequência central de terminação. hPGK: Promotor da fosfogliceroquinase 
humana. H1/O: promotor da RNA polimerase III humana com sequência de ligação para o elemento responsivo a 
tetraciclina. TetR: repressor da tetraciclina.  
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Quadro 2 – Oligonucleotídeos utilizados para modificação dos vetores de expressão 
Finalidade Oligo Sequência 5’ – 3’ 
Inserção de MCS 
em pQC 
MCS_Fow 
CCGGGGATCCGGTTCTAGAGCCACCGGTTGTATG
GAGTTTAAACTCCAAAGCATCGATGGTAGCGGCC
GCGGTGAATTCTGATT 
MCS_Rev 
AATTAATCAGAATTCACCGCGGCCGCTACCATCG
ATGCTTTGGAGTTTAAACTCCATACAACCGGTGG
CTCTAGAACCGGATCC 
Inserção de V5 em 
pQC-MCS 
V5_Fow 
GATCACCATGGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCC
TCGGTCTCGATTCTACGG 
V5_Rev 
GATCCCGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAG
GGATAGGCTTACCCATGGT 
Inserção de mKO2 
mKO2.BglII-Kozak.Forward AAGAGATCTACCATGGTGAGCGTGATCAAG 
mKO2.BamHI.Reverse TCGGATCCCGACCCACCTCCGCCCG 
Amplificação de 
ELAVL1 para vetor 
pQC 
HuR_AgeI_Fow 
AGTACCGGTATGTCTAATGGTTATGAAGACCACA
TGGC 
HuR_EcoRI_Rev 
AGTGAATTCTTATTTGTGGGACTTGTTGGTTTTGA
AGGA 
Amplificação da 
porção pré-HNS de 
ELAVL1 
HuR.KpnI.Forward CCGGTACCATGTCTAATGGTTATGAAGACCAC 
HuR.PreHNS_HindIII_Rev GAAAAGCTTCGCTGGCGAGTGGTACAG 
Amplificação da 
porção pós-HNS de 
ELAVL1 
HuR.XhoI.Reverse 
TAGACTCGAGTTATTTGTGGGACTTGTTGGTTTTG
AAG 
HuR.PosHNS_HindIII_Fow ATAAAGCTTGGAAACGCCTCCTCCGGC 
Amplificação do 
Intron 14 de GLS à 
partir do genoma 
GAC.Exon14End_Fow ACTATGATAATTTGAGACACTTT 
GAC.Exon15Start_Rev TCCATTCTATATACTACAGTTGT 
Amplificação do 
Intron 14 para 
restrição 
Intron14.XbaI.Fow 
TTCTAGAGGTAAGCAAAATTCTTATTTAGATAAGT
ATATA 
GLS.It14Sub.BamHI.Rev TATGGATCCTAGTTGTTCAAGCAACATACATAAT 
Amplificação da 
região 3’UTR do 
mRNA de GAC 
GAC3UTR.Pmel.Fow TCGCCTCGAGAAATGGGTTCTAGTTTCAGAATG 
GAC3UTR.NotI.Rev 
AGAATGCGGCCGCCAGCTTAAAATAAATTTATTG
TGC 
Amplificação da 
região 3’UTR do 
mRNA de KGA 
KGA3UTR.Pmel.Fow 
TGTTTAAACGGTCTCAAATCCCAAGATTTAAATCA
C 
KGA3UTR.NotI.Rev 
GGCGGCCGCACATATATTTATTAATGCTGTAAAA
AGCAAC 
sgRNA para KGA 
sgRNA_KGA_Stop_Fow CACCGATCTTGATGGATTGTTGTAA 
sgRNA_KGA_Stop_Rev AAACTTACAACAATCCATCAAGATC 
Braço de homologia 
5’ 
KGA_Homology5_SacI_Fow 
ATCGAGCTCCAGGCTTCACAGTTTGTAAAGTGTA
AGG 
KGA_Homology5_BamHI_Rev 
ATCGGATCCCAACAATCCATCAAGATTCTTATGG
ACGGT 
Braço de homologia 
3’ 
KGA_Homology3_BamHI_Fow 
ATCGGATCCTAATGGTCTCAAATCCCAAGATTTA
AATCACTTACCT 
KGA_Homology3_SalI_Rev 
ATCGTCGACTTTCAGAATAACTTTGGTAGCTTAGA
GCATTTCTG 
P2A Porcine 
teschovirus-1 
P2A_BamHI_Fow 
GATCAGGAAGCGGAGCTACTAACTTCAGCCTGCT
GAAGCAGGCTGGAGACGTGGAGGAGAACCCTGG
ACCTG 
P2A_BamHI_Rev 
GATCCAGGTCCAGGGTTCTCCTCCACGTCTCCAGC
CTGCTTCAGCAGGCTGAAGTTAGTAGCTCCGCTTC
CT 
Amplificação de 
BleoR 
BleoR_BglII_Fow ACAAGATCTATGGATGCCAAGTTGACCAGTGC 
BleoR_BamHI_Rev GGCGGATCCGTCCTGCTCCTCGGCCA 
 
Já a produção do vetor repórter para splicing alternativo RG6-Intron14 foi realizada 
utilizando o vetor homônimo, gentilmente cedido pelo Dr. Thomas A. Cooper121, com a 
clivagem do sítio DamI-DcmI bloqueado de XbaI e BamHI (a partir de minipreparação 
plasmidial de linhagem de E. coli defectiva para este sistema de metilação, JM110), que remove 
o primeiro intron do sistema. O intron 14 humano foi obtido de DNA genômico extraído da 
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linhagem de câncer de mama SKBR3. Fragmento amplificado inicialmente com 
oligonucleotídeos ancorando nas porções exônicas foi ligado em vetor pGEM-T easy 
(Promega), seguido posteriormente da amplificação do fragmento a ser inserido propriamente 
dito e clivagem com as mesmas enzimas de restrição (XbaI e BamHI). 
Para a estratégia baseada em CRISPR/Cas9 de introdução de cauda fluorescente no 
genoma, o plasmídeo pX330122 (gentilmente cedido pelo Dr. José Xavier Neto, originalmente 
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9, Addgene#42230, gentilmente cedido pelo Dr. Feng 
Zhang) foi modificado com o intuito de adicionar resistência ao agente de seleção puromicina. 
Para tanto, o cassete pSV40-PuroR-PolyA foi removido do vetor pBABE.puro (gentilmente 
cedido pelo Dr. Marcio Chaim Bajgelman) utilizando os sítios de XbaI e BamHI, com 
protundências removidas e inserto fosforilado, e inserido no sítio de NotI de px330 logo após a 
cauda PolyA da hSpCas9, após a remoção das protundências. Ao mesmo vetor, cortado com 
BbsI, foi inserido o single guide RNA (sgRNA, Quadro 2) para KGA, anelado a partir de 
oligonucleotídeos sintéticos fosforilados.  
A produção do fragmento doador foi realizada sobre o vetor pUC19, sem elementos 
eucarióticos de expressão. Clonou-se, sequencialmente, o braço de homologia 5’ (SacI-BamHI) 
seguido do braço de homologia 3’ (BamHI-SalI), ambos obtidos de DNA genômico extraído 
da célula SKBR3. Na cicatriz criada com BamHI, foi inserida a proteína fluorescente mKO2 
(amplificada e cortada com BglII-BamHI), a região codificante para o peptídeo de auto-
clivagem P2A do Teschovírus-1 suíno (P2A123,124), anelada e fosforilada – mantendo sítio de 
BamHI em sua 3’ –, e a sequência codificante do gene BleoR de Streptoalloteichus hindustanus 
(conferindo resistência ao agente de seleção Zeocina), amplificada do vetor pFRT-lacZeo 
(Invitrogen) e cortada com BglII-BamHI. 
Os vetores de silenciamento foram construídos utilizando os sistemas pLKO.puro-
TRC (gentilmente cedido pelo Dr. David Root, Addgene #10878) 125 ou tet-pLKO-puro126 
(gentilmente cedido pelo Dr. Dmitri Wiederschain, Addgene #21915). Para ambos, foi 
realizado o corte com AgeI e EcoRI, seguido de defosforilação, e os oligonucleotídeos anelados 
(Quadro 3) e fosforilados foram ligados. 
O vetor de expressão pET30b+-TEV (gentilmente cedido pelo Dr. Daniel Maragno 
Trindade), foi clivado com HindIII e XhoI e o cassete de expressão mKO2-HuR.WT 
amplificado por PCR e no mesmo clonado. 
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Quadro 3 – Oligonucleotídeos utilizados para o silenciamento utilizando sistemas pLKO/tet-pLKO 
Transcrito alvo Oligo Sequência 5’ – 3’ 
HuR (TRCN0000276129) 
shHuR_CDS_Fow 
CCGGCGAGCTCAGAGGTGATCAAAGCTCGAGCTTTGATCACCTCT
GAGCTCGTTTTTG 
shHuR_CDS_Rev 
AATTCAAAAACGAGCTCAGAGGTGATCAAAGCTCGAGCTTTGATC
ACCTCTGAGCTCG 
HuR II 
(TRCN0000276186) 
shHuR_3UTR_Fow 
CCGGTTGTTAGTGTACAACTCATTTCTCGAGAAATGAGTTGTACAC
TAACAATTTTTG 
shHuR_3UTR_Rev 
AATTCAAAAATTGTTAGTGTACAACTCATTTCTCGAGAAATGAGTT
GTACACTAACAA 
GFP (Controle) 
GFP_Fow 
CCGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTCGAGATGAACTTCAGGGT
CAGCTTGTTTTTG 
GFP_Rev 
AATTCAAAAACAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTCGAGATGAACTT
CAGGGTCAGCTTG 
GFP (Luc) 
Luc_Fow 
CCGGCTTACGCTGAGTACTTCGACCTGACCCATCGAAGTACTCAGC
GTAAGTTTTTG 
Luc_Rev 
AATTCAAAAACTTACGCTGAGTACTTCGATGGGTCAGGTCGAAGT
ACTCAGCGTAAG 
NOTA: TRCN# Código de acesso do The RNAi Consortium shRNA Library 
 
3.2 ANÁLISE DO CONJUNTO DE DADOS DISPONÍVEL NO THE CANCER GENOME 
ATLAS 
 
3.2.1 Download, organização, normalização e representação dos dados 
 
Utilizando o portal de dados do Genomic Data Commons do National Cancer 
Institute (https://portal.gdc.cancer.gov) foram gerados os manifestos contendo a identificação 
única e o hash MD5 dos dados clínicos (clinical xml), contagem bruta de fragmentos em cada 
gene (HTSeq counts), fragmentos por milhar de transcrito por milhão de biblioteca (FPKM, e 
sua normalização por quartil superior, FPKM_UQ) e a quantificação de leituras por milhar de 
pares de base do exon por milhão de biblioteca (RPKM). A comunicação foi feita através de 
API (Application Programming Interface) disponibilizada, utilizando o software R127 versão 
3.4.2, e as bibliotecas httr128 e jsonlite129. A leitura das tabelas clinicas disponibilizadas em 
XML foi realizada utilizando o pacote XML130, para a busca dos parâmetros clinicopatológicos, 
da última atualização acerca do paciente (quanto a sobrevida) e a todas as atualizações quanto 
a primeira ocorrência de recidiva. Todas as entradas foram renomeadas em função do código 
único do paciente do TCGA e os valores de expressão de exon também foram normalizados 
pelo método do quartil superior131. Os dados aqui apresentados foram atualizados no dia 27 de 
novembro de 2017. Todos os arquivos foram verificados quanto a sua integridade e baixados 
novamente quando observadas exceções. Os tipos e origens tumorais avaliadas estão 
disponíveis no Apêndice 1. 
Inicialmente, ilustrações com preto-e-branco foram produzidas, ilustrando o corpo 
humano e seus órgãos. Tais esquemas foram convertidos com a função raster-to-vector do 
programa de Geographic Information System QGIS132 versão 2.18. A conversão para o 
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ambiente R do ESRI Shapefile gerado foi realizada com os pacotes maptools133 e a sua 
simplificação em polígonos pelo pacote gpclib134. As medianas dos parâmetros avaliados (ou 
suas razões) foram então transformadas em escala de cor utilizada para colorir os respectivos 
órgãos, utilizando o pacote ggplot2135. Uma relação tecido-tipo tumoral-órgão está disponível 
no Apêndice 1. As representações RDI (Raw (data), Description and Inference) utilizadas nesta 
porção e em todo o trabalho foram produzidas com o pacote yarrr136. 
Para a comparação entre as anotações distintas, foi realizada uma harmonização dos 
resultados oriundos de cada uma das análises: os dados do TCGA com resolução de gene 
utilizam a versão GRC38 anotada pelo GENCODE versão 22, já quando em resolução de 
isoforma utilizam a sequência GRC37 (hg19) anotada pelo UCSC e, por fim, os dados 
experimentais aqui avaliados compartilham a primeira versão do genoma (GRC38) mas com 
uma anotação brevemente mais recente (GENCODE versão 25). A harmonização in house com 
a utilização de uma mesma anotação para todos as análises não foi possível devido a 
indisponibilidade pública dos arquivos com os fragmentos efetivamente lidos do TCGA e a 
indisponibilidade técnica do reprocessamento dos cerca de 96 terabytes de sequências curtas 
obtidas das 11096 amostras de RNA sequenciadas pelo projeto. Assim, o esforço de 
compatibilização das informações realizado era imprescindível para a obtenção de quaisquer 
informações relevantes. 
 
3.2.2 Separação dos pacientes por níveis de expressão de ELAVL1, GLS e os níveis dos exons 
diferenciais do mRNA de GAC e KGA em tumores 
 
Foi implementada uma rotina de minimização de p-value, como previamente 
proposto137,138, utilizando modelos de Cox como implementados nos pacotes survival139 e 
survminer140. Descritivamente, os dados de expressão das amostras de tecido de um 
determinado tipo tumoral foram transformados em uma escala de z-score (cada valor foi 
subtraído da média de expressão daquele gene naquele tumor específico e o valor foi dividido 
pelo desvio padrão nas mesmas condições), que foi utilizada para ordenar numericamente os os 
pacientes da menor para a maior variação em relação à média. Considerando grupos formados 
com, ao menos, 4% dos dados ou 10 pacientes (o maior valor entre as duas opções), os mesmos 
foram avaliados com iterações do seguinte algoritmo: 
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1. Classificar os pacientes n primeiros pacientes como baixa expressão 
(inclusive) 
2. Comparar o risco proporcional de Cox quanto a recidiva tumoral (por 
metástase distante ou loco regional), calcular o p-value para teste de logrank e 
armazenar tais informações 
3. Adicionar 1 ao valor de n. Caso não infringida a regra dos 4% ou 10 
pacientes remanescentes no grupo de alta expressão, retornar ao passo 1. 
 
Com posse de todas as separações possíveis dos pacientes e risco relativo em cada 
situação, utilizou-se como critério para a distinção em dois grupos o ponto em que o p-value do 
teste logrank assumiu o menor valor. Estas separações, então, foram utilizadas para o cálculo 
da associação entre parâmetros clinicopatológicos e a categorização, utilizando testes de 
contingência χ2. A organização dos dados, quando necessária, se fez com o pacote plyr141. O 
controle de falso-positivo foi realizado com false discovery ratio142 aplicado nos melhores p-
value obtidos para todos os tumores. A título de simplificação das representações, os pacientes 
não considerados segundo o critério de tamanho mínimo de grupos foram ocultos no eixo x. 
Quando mencionada, foi aplicada a correção de p-value, para buscas de minimização, proposta 
por Altman et al143: 
𝑝𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑔𝑖𝑑𝑜 =  −3,13 ∗ 𝑝𝑚í𝑛𝑖𝑚𝑜 ∗ (1 + 1,65 ∗  log𝑒 𝑝𝑚í𝑛𝑖𝑚𝑜), 
para 5% de erro do tipo I. 
Pacientes com informação duvidosa ou incongruências no preenchimento da 
informação de sobrevida, recidiva ou metástase distante foram, em cada situação, 
desconsiderados. Pacientes com falecimento por causa não-relacionada e saudáveis desde o 
primeiro aparecimento da patologia foram considerados como casos censurados no dia de 
falecimento para as avaliações de recidiva e metástase distante. A produção da curva ROC foi 
realizada utilizando o pacote pROC144. 
 
3.3 ANÁLISE DE SEQUENCIAMENTOS DE RNA PREVIAMENTE DISPONÍVEIS 
 
3.3.1 Busca e obtenção de sequências 
 
Os dados da literatura foram obtidos no portal Gene Expression Omnibus145, após 
busca de experimentos em células humanas com imunoprecipitação de HuR ou silenciamento 
de seu gene. Os códigos de acesso se encontram no Quadro 4. O download dos arquivos foi 
realizado utilizando a ferramenta AsperaConnect a partir do servidor European Nucleotide 
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Archive (ENA)146. Os dados de RIP-Seq derivam de um experimento onde ocorreu 
imunoprecipitação utilizando anti-T7Tag em células expressando construção ectópica de HuR 
ou apenas vetor controle, seguido de extração de RNA e sequenciamento. Para obtenção dos 
dados de PAR-CLIP-Seq (Photoactivatable ribonucleoside-enhanced crosslinking and 
immunoprecipitation), a células foram suplementadas com um análogo de base (4SU ou 6SG) 
que realiza crosslink reversível com a proteína interatora após exposição à luz ultravioleta; após 
a imunoprecipitação de HuR, a ligação foi desfeita, deixando uma mutação na base que mediou 
a interação, o que, desta maneira, revela o sítio de interação.  
 
Quadro 4 – Conjuntos de dados externos utilizados e suas características 
SRR Type Fonte Linhagem Condição 
SRR504455 
RIP-Seq ENCODE147 
GM12878 IP:T7Tag (Controle) 
SRR504456 GM12878 IP:T7Tag (Controle) 
SRR504447 GM12878 IP:HuR 
SRR504448 GM12878 IP:HuR 
SRR504459 K562 IP:T7Tag (Controle) 
SRR504460 K562 IP:T7Tag (Controle) 
SRR504453 K562 IP:HuR 
SRR504454 K562 IP:HuR 
SRR248532 
PAR-CLIP-Seq 
Mukherjee et 
al97 
HEK293T T1 RNAse, IP:Flag-HuR 
SRR189779 
Kishore et al148 
HEK293T MNase, 4SU; IP:HuR 
SRR189780 HEK293T MNase, 4SU; IP:HuR 
SRR189781 HEK293T T1 RNase, 4SU; IP:HuR 
SRR309285 
Lebedeva et al96 
HeLa T1 RNase, 4SU - DMEM; IP:HuR 
SRR309286 HeLa T1 RNase, 4SU - SILAC; IP:HuR 
SRR309287 HeLa T1 RNase, 6SG - SILAC; IP:HuR 
SRR309284 
RNA-Seq 
HeLa siRNA HuR 5 dias 
SRR309282 HeLa Mock 5 dias 
NOTA: SRR#: Número de acesso do Sequence Read Archive; RIP-Seq: RNA immunoprecipitation followed by 
sequencing; GM12878: Linhagem celular linfoblastóide transformada com vírus Epstein-Barr; K562: Linhagem 
celular de leucemia mielóide aguda; HEK293T: Linhagem celular de Rim embrionário humano transformada 
com o antígeno T do vírus SV40; HeLa: Linhagem celular de adenocarcinoma de cérvice uterino.  
 
Os dados obtidos pelo ENCODE foram gerados com o objetivo inicial de, em uma 
abordagem ampla e focada em diversos elementos regulatórios, compreender a regulação da 
expressão gênica de forma genômica. Assim, seus resultados transformaram-se, basicamente, 
em pistas distintas para o ENSEMBL149. Mukherjee et al97 se propuseram a avaliar a ligação de 
HuR sobre todo o transcriptoma, através de PAR-CLIP-Seq e o impacto gerado pelo 
silenciamento do gene na expressão gênica, utilizando microarrays. Com tais resultados, 
propuseram sítios preferenciais de ligação de HuR em introns e exons, elementos regulados e 
descreveram a característica observada dos sítios de forma contextual. Lebedeva et al96 tinham 
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os mesmos objetivos, publicando, inclusive, na mesma edição da revista Molecular Cell. 
Metodologicamente, variaram com o uso de RNA-Seq para a quantificação da expressão após 
o silenciamento e quantificaram proteínas diferencialmente expressas utilizando proteômica. 
Kishore et al148 estabeleceram uma busca técnica entre a utilização de T1 RNase ou MNase 
como ribonuclease para a digestão das regiões que sofreram crosslink, sendo um trabalho de 
caráter técnico e sem conclusões biológicas acerca.  
 
3.3.2 Controle de qualidade dos fragmentos sequenciados e remoção das bases de baixa 
qualidade 
 
Todos os conjuntos passaram por um processo homogeneizado de controle de 
qualidade. Inicialmente, a distribuição da qualidade dos fragmentos foi avaliada com o software 
FastQC150. Posteriormente, últimos nucleotídeos com qualidade inferior a 20 – na escala 
PHRED151,152 – foram removidos sequencialmente até o primeiro nucleotídeo com qualidade 
superior a 20 ou até a sequência reduzir-se a um tamanho de 26 pares de base (o que implicava 
em seu descarte). Caso a sequência, após este processo, apresentasse qualidade média inferior 
a 30, também era descartada. Tais procedimentos eram aplicados nos dois pares para conjuntos 
paired end e, caso um dos mesmos não atendesse as demandas, os dois eram removidos. Tais 
procedimentos foram realizados com o auxílio do software Skewer153 e seguem as sugestões 
previamente publicadas154,155. Após o processo, o conjunto era novamente avaliado com o 
software FastQC150 para a confirmação da melhoria em termos de qualidade. 
 
3.3.3 Alinhamento contra o genoma humano 
 
Para alinhar os fragmentos contra a sequência do genoma humano, o software 
STAR156 foi utilizado. O mesmo foi executado uma primeira vez utilizando o genoma humano 
com a montagem primária do GRCh38 (contendo todos os cromossomos e scaffolds, mas sem 
os patches e haplótipos para evitar alinhamento múltiplo de fragmentos únicos) utilizando a 
anotação completa de transcritos do GENCODE versão 25157,158. Junções exon-exon hipotéticas 
foram anotadas para cada sequenciamento. O arquivo foi alinhado uma segunda vez, incluindo 
agora as anotações adicionadas na primeira etapa. Assim, obteve-se uma precisão maior no 
posicionamento de fragmentos que sobrepunham a região de junção com poucas bases. Para o 
processamento do conjunto de RNA-Seq com objetivo de quantificação de expressão 
diferencial, as anotações de novas junções exon-exon dos dois arquivos foram reunidas em uma 
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única para o segundo alinhamento. Os arquivos gerados no formato BAM foram indexados 
utilizando o software samtools159. 
 
3.3.4 Produção de anotação dos introns envolvidos em splicing alternativo 
 
A anotação original do GENCODE (versão 25) foi carregada no software R127 e 
processada com um código produzido de acordo com o algoritmo a seguir. Para cada feature 
identificada como “gene”, eram buscados todos as features relacionadas identificadas como 
transcritos e que apresentassem entrada no banco de dados CCDS. Caso restasse apenas um 
transcrito, o gene era descartado da anotação. No caso de dois transcritos, mas que variavam 
apenas quanto ao início de transcrição alternativo (ou seja, apenas o primeiro exon variava), o 
gene também era descartado. Aos remanescentes, eram selecionados os exons que não estavam 
presentes em absolutamente todos os transcritos, denominados então como envolvidos com 
splicing alternativo. Os introns imediatamente anterior e posterior a este exon eram então 
selecionados. 
Quando do contexto da busca de introns relacionados com o splicing alternativo em 
que HuR apresentava ligação (como revelado por RIP-Seq), em um primeiro momento, a opção 
por uma intersecção de duas anotações (GENCODE filtrada por RefSeq/CCDS) poderia ser 
extremamente conservadora e impactar no alinhamento das leituras e mensuração da 
abundância de todos os exons de maneira negativa – vide a ausência de diversas junções exon-
exon. Contudo, não houve impacto negativo na mensuração porque a anotação de junções 
utilizada para o alinhamento (GENCODE) é mais abrangente e o alinhador utilizado, STAR156, 
permite a adição de novas junções exon-exon na anotação on-the-fly160, ou seja, durante a 
execução do alinhamento em si utilizando a informação emanada dos próprios fragmentos 
observados, não demandando, então, de uma anotação extremamente abrangente para acurácia 
técnica.  
Não se optou pela simples reutilização dos dados previamente processados na 
execução dos trabalhos que disponibilizaram os experimentos de RIP-Seq, PAR-CLIP-Seq e 
RNA-Seq96,147,148,161, mas sim seu novo processamento, devido a não disponibilidade total das 
contagens obtidas, ao fato dos resultados tabulares só incluírem uma fração dos achados ou 
porque as informação sobre regiões intrônicas estavam reduzidas ou ausente.  
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3.3.5 Contagem de fragmentos 
 
O número de fragmentos que se sobrepunham em cada região anotada foi obtido 
utilizando o software HTSeq162. Para os dados de RIP-Seq, foi utilizada a anotação preparada 
no item 3.3.4. Para os dados de RNA-Seq, a anotação foi transformada para o formato GFF 
utilizando o script em Python dexseq_prepare_annotation.py 163. Com o intuito de aplicar a 
abordagem de subamostragem modificada164, os arquivos de alinhamento do experimento de 
RNA-Seq sem replicatas foram aleatoriamente amostrados com o software samtools159 por 
quatro vezes em porcentagens de 10 a 99% da quantidade total de fragmentos presentes, em 
incrementos de 1%, com o intuito da geração da estimativa do coeficiente de variação e do 
número de exons amostrados com o aumento de fragmentos avaliados. Para as reamostragens 
realizadas para a quantificação propriamente dita, foram selecionados 25% dos fragmentos por 
128 vezes. Em ambas as situações, a semente geradora de números randômicos foi o número 
de segundos desde 1 de janeiro de 1970 até o início da execução de cada subamostragem, com 
pausas exponenciais entre cada início. Assim, a contagem com o HTSeq era realizada para cada 
alinhamento gerado, em cada uma das condições (controle ou siHuR). 
Considerando cada intron como uma unidade individual, os dados de contagem do 
software HTSeq foram diretamente carregados no pacote DESeq2165 e processados para a busca 
dos introns diferencialmente imunoprecipitados entre IP:HuR e IP:Controle. Para a 
representação gráfica global foi utilizada a ferramenta Circos166, com a produção de 
histogramas de contagem por milhão (CPM) IP:HuR subtraídas de IP:Controle para cada 7 
milhões de pares de base (valor da janela do histograma). 
Para a avaliação da expressão diferencial por exon foi utilizado o software 
DEXSeq163. As 128 subamostragens de cada amostra foram aleatoriamente sorteados três-a-
três por 51 vezes, em cada uma realizando-se uma comparação siHuR contra Controle, similar 
a um bootstrap sobre as subamostragens. As diversas frações dos conjuntos originais foram 
reunidas três-a-três (sendo utilizado 75% de cada corrida por avaliação) e processadas controle 
contra siHuR em 51 pareamentos ao acaso, retornando à abordagem proposta por ISODE. A 
definição do nível de significância em termos de repetições do bootstrap obedece uma função 
de Bernoulli, atingindo uma probabilidade cumulativa de 95% com 31 das 51 repetições. Assim 
sendo, utilizando este critério, se um exon se mostrou diferencialmente expresso (FDR menor 
que 0,05) em ao menos 31 das 51 repetições, ele é considerado diferencialmente expresso. 
Foram considerados como exons diferencialmente expressos os que, acima do limiar 
estabelecido de bootstraps, apresentaram um FDR inferior a 5%. O limiar do bootstrap 
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consistiu no número de vezes esperados para 0,05 probabilidade de uma distribuição de 
Bernoulli, o mesmo era aceito como diferencialmente expresso. Tal abordagem é baseada em 
estratégia previamente publicada de IsoEM164 utilizando para a mensuração de exons de 
DEXSeq163, o que relaxa a demanda de acurácia de anotação no que se refere a junções exon-
exon e deixa a cargo do pesquisador a atribuição de cada exon à sua isoforma de relevância167. 
Caso a quantificação das isoformas fosse utilizando ferramentas centradas no transcrito – como 
a Tuxedo Suite168, RNA-Skim169, RSEM170 ou IsoEM164 nativa, por exemplo –, seria a acurácia 
do modelo de transcritos impactaria mais nas observações. 
 
3.3.6 Análise de enriquecimento de vias e proposta de consequência funcional da troca dos 
exons nos genes exemplo 
 
Para a avaliação de vias enriquecidas, os nomes dos genes foram padronizados 
utilizando o software AnnotationDbi171 contra a base humana do Bioconductor org.Hs.eg.db172. 
A definição de qual via de Gene Ontology173 cada gene pertencia foi realizada de acordo com 
a anotação GO.db174 utilizando o pacote goseq175 utilizando a aproximação de valores de p de 
Wallenius e o ajuste dos mesmos para FDR de Benjamini-Hochberg142. Para a base de dados 
REACTOME176 a anotação dos genes foi realizada com a base reactome.db177 e o 
enriquecimento propriamente dito foi realizado com o software ReactomePA178.  
Para a definição de posições transmembrana foi utilizada a ferramenta 
TOPCONS179. Os domínios proteicos envolvidos foram buscados utilizando a base pfam180,181 
e a ferramenta SMART182,183. A via metabólica apresentada foi obtida na Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes (KEGG)184. 
 
3.3.7 Visualização dos dados de PAR-CLIP-Seq alinhados e análise evolutiva 
 
A região do intron 14 no genoma humano foi avaliada quanto aos fragmentos 
alinhados nos experimentos de PAR-CLIP-SEQ utilizando o Integrative Genomics 
Viewer185,186. A comparação evolutiva inicial foi realizada com a plataforma VISTA187,188. A 
busca de elementos transponíveis foi realizada com o RepeatMasker189. A identificação das 
sequências homólogas em outros organismos foi realizada inicialmente com um BLAST190 
contra o genoma do organismo, alinhamento local par-a-par para identificação dos exons e 
introns utilizando o LALIGN191, e confirmação pelo método do melhor hit de BLAST 
recíproco192. A visualização dos alinhamentos foi realizada com o software MEGA193. Os 
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organismos-modelo foram selecionados pela presença de genoma completo sequenciado e 
distância evolutiva, sendo Ciona intestinalis194 (Urochordata), Branchiostoma floridae195 
(Cephalochordata), Petromyzon marinus196 (Hyperoartia), Callorhinchus milii197 
(Chondrichthyes), Danio rerio198 (Actinopterygii), Xenopus tropicalis199 (Amphibia), e Homo 
sapiens200,201 (Mammalia). A distribuição filogenética dos mesmos foi realizada reproduzindo 
a posição dos grupos aceita202. 
 
3.4 EXPERIMENTO IN VITRO DE INTERAÇÃO ENTRE HUR.WT E O INTRON 14 POR 
FRAP (FLUORESCENCE RECOVERY AFTER PHOTOBLEACHING) 
 
Para a avaliação bioquímica da interação, são necessários dois constituintes: a 
proteína purificada e o RNA transcrito in vitro (in vitro transcription, IVT). Este segundo passo 
foi realizado utilizando o kit Riboprobe In Vitro Transcription System (Promega) seguindo 
instruções do fabricante. O vetor utilizado na transcrição foi cortado com BamHI (sítio 
localizado ao final RNA de interesse), para permitir a transcrição do tipo run-off, sem a 
existência de região terminadora. Como objeto de interesse, foi utilizada a sequência do intron 
14 de GLS inserida no vetor pGEMT easy (com orientação para expressão via promotor T7) e, 
como controle, a sequência não específica do vetor pGEM Express Positive Control (Promega). 
A expressão ectópica da sequência codificante do gene ELAVL1 fusionada a tag de 
histidinas (para purificação por afinidade a metal) e proteína fluorescente mKO2 foi realizada 
em células Rosetta™ 2(DE3), utilizando o pET30b. Do pré-inóculo, crescido durante 16 horas 
a 37°C sob agitação e agentes de seleção canamicina e cloranfenicol, foi removido volume 
equivalente a 15 unidades de OD600nm e inoculados em 1 erlenmeyer de 2 litros contendo 
metade deste volume de meio LB com os respectivos antibióticos adicionados. Os frascos foram 
mantidos sob rotação de 200 rpm a 37°C até atingirem uma OD600 de 1, quando 1 mmol/L de 
IPTG foi adicionado e a cultura mantida por 16 horas sob agitação. Este cultivo foi centrifugado 
por 10 minutos a 8000 x g a 4°C, sendo os pellets obtidos reunidos em um tubo de cônico de 
50 mL e prontamente congelados em nitrogênio líquido. Para ressupensão do pellet único, 
utilizou-se 40 mL de Tampão de Ressuspensão (50 mmol/L de NaCl, 50 mmol/L de Tris-HCl 
pH 7,8, 5% de Glicerol, 1 mmol/L de PMSF e 2 mmol/L β-Mercaptoetanol, sendo os dois 
últimos adicionados logo antes do uso). Ao ressuspendido foi adicionado 120 mg de lisozima 
(Sigma-Aldrich) e 60 mg de desoxicolato de sódio (Sigma-Aldrich), seguido de uma incubação 
em gelo, por 1 hora. Após a incubação, o produto foi sonicado (Ponteira Vibra-Cell 630-0420-
P) em pulsos de 1 segundos com amplitude de 30% e intervalos de 1 segundos entre os mesmos, 
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até a suficiente liquefação do lisado. Centrifugou-se o lisado por 45 minutos a 18.000 rpm 
(Rotor Sorvall SS45) a 4°C. 
A cromatografia de afinidade a metais foi realizada por gravidade com 2 mL de 
resina de afinidade por metais (cobalto) TALON (Clontech, EUA), montada em coluna de 
vidro, sendo todo o procedimento realizado a 4°C. A resina foi equilibrada com 5 ml/min de 
resina de Solução A (10 mmol/L de NaCl, 50 mmol/L de Tris-HCl pH 7,8 e 2 mmol/L de β-
Mercaptoetanol, adicionado prontamente antes do uso) antes de receber o lisado clarificado.  
Após passagem do lisado, a resina foi lavada com 5 mL de Solução A/mL resina e 2,5 mL de 
Solução A/mL resina acrescida de 450 mmol/L de NaCl (para remoção de ácidos nucléicos). 
Ao fim, a proteína foi eluída com 2,5 mL/mL resina de Solução A acrescido de 500 mmol/L de 
Imidazol. 
A cromatografia de troca iônica foi realizada na plataforma ÄKTA FPLC (GE 
Healthcare, EUA) com uma coluna HiTrapQ FF (GE Healthcare, EUA), utilizando Solução A 
descrita acima e Solução B (1 mol/L NaCl, 50 mmol/L Tris-HCl pH 8,5 e 2 mmol/L de 
ditiotreitol, adicionado prontamente antes do uso) para a eluição da proteína. A amostra foi 
centrifugada por 10 minutos a 4.000 rpm a 4°C antes de ser aplicada na coluna. A eluição se 
deu por gradiente contínuo de 0-100% de Solução B por 40 minutos a taxa de 1 mL/minuto e a 
coleta em frações de 1 mL. 
 A cromatografia de filtração em gel foi realizada na mesma plataforma ÄKTA 
FPLC, com uma coluna Superdex 200 10/30 prep grade (GE Healthcare, EUA), utilizando um 
Solução GF (50 de mmol/L NaCl, 30 mmol/L de Tris-HCl pH 7,8 e 0,5 mmol/L de TCEP). 
Quinhentos microlitros da proteína previamente centrifugada por 10 minutos, 10.000 g a 4°C 
foram injetados na coluna e eluída de forma isocrática, em um fluxo de 0,5 mL/minuto. A 
proteína foi concentrada para o uso. 
Para realização do experimento de FRAP propriamente dito, foram reunidos 
mKO2-HuR.wt e RNA (controle ou Intron 14), a uma concentração final de cada um a 5 μM 
em 50 mmol/L Tris-HCl pH 7,4, 200 mmol/L de NaCl, 50% glicerol 0,55 U/μL de RNaseOUT 
em água DEPC. Cinquenta microlitros da solução foram depositados em uma microplaca de 96 
poços CellCarrier (Perkin Elmer) com fundo de 0,17 mm de espessura e selada com filme 
plástico. A mesma foi incubada por 30 minutos no estágio do microscópio Leica DMi6000 
mantido a 25°C e acoplado a um detector confocal SP8. A objetiva utilizada foi PL APO CS2 
63X/NA1.2, laser DPSS (561nm) a 3% de potência na leitura e 100% para bleach, detector 
PMT e pinhole em 3 unidades de Airy. A área de escaneamento foi definida em 41 µm x 41 µm 
com um bleach central de 35 µm x 35 µm, a uma velocidade de 1400 Hz. As imagens foram 
55 
 
quantificadas com o módulo de análise FRAP Wizard do Leica LAS AF e os dados plotados e 
o ajuste de curva de regressão não linear realizado utilizando o software R. 
 
3.5 CULTURA DE CÉLULAS 
 
As linhagens utilizadas neste trabalho e respectivos meios de cultivo estão indicadas 
no Quadro 5. Os meios de cultivo foram adquiridos da Sigma-Aldrich e o soro fetal bovino, que 
em todas as situações suplementou em 10% (v/v) os meios, da Vitrocell. A atmosfera de 
incubação foi mantida com 5% de gás carbônico e 100% de umidade, a 37°C.  
 
Quadro 5 – Células utilizadas neste trabalho e condições de cultivo 
Nome utilizado 
Catálogo 
ATCC 
Organismo 
Orig. 
Tumoral 
Sítio Meio Tamponamento 
BT549 HTB-122 
Homo 
sapiens 
Mama 
Primário 
RPMI 1640 
2 g/L NaHCO3 
 
HCC1143 CRL-2321 
HCC1806 CRL-2335 
HCC1937 CRL-2336 
HCC38 CRL-2314 
HCC70 CRL-2315 
Hs578t HTB-126 
MDA-MB-157 HTB-24 
MDA-MB-231 HTB-26 
Efusão 
pleural 
MDA-MB-436 HTB-130 Pleura 
MDA-MB-453 HTB-131 
Efusão 
pericardial 
MDA-MB-468 HTB-132 Pleura 
DU-145 HTB-81 Próstata Cérebro 
DMEM Baixa 
glicose 
PC-3 CRL-1435 Próstata Osso RPMI 1640 
HEK293T 
CRL-
11268 
Imortalizada 
SV40 
-- 
DMEM Alta 
Glicose 
1,5 g/L NaHCO3 
NIH3T3 CRL-1658 
Mus 
musculus 
3T3 -- 
DMEM Alta 
Glicose 
NOTA: ATCC American Type Culture Collection; RPMI: Roswell Park Memorial Institute; DMEM: Dulbecco's 
Modified Eagle's Medium. 
 
3.6 WESTERN BLOT 
 
Os lisados celulares foram homogeneizados em Tampão de Extração (1% Triton-X 
100, 100 mmol/L de Tris, pH 7.4, 100 mmol/L de pirofosfato de sódio, 100 mmol/L de fluoreto 
de sódio, 10 mmol/L EDTA, 10 mmol/L de ortovanadato de sódio, 2 mmol/L de PMSF, e 0.1 
mg/mL de aprotinina) e processados como previamente descrito203. A estimativa da abundância 
proteica foi realizada pelo método de Bradford modificado 204, com o uso de Bovine Serum 
56 
 
Albumin (BSA) como referência e o reagente comercialmente disponível (BioRad), seguindo 
instruções do fabricante. Entre 10 e 50 µg de conteúdo total de proteína foram utilizados na 
separação por gel de poliacrilamida gradiente de 3-15% em SDS-PAGE 205, produzido com o 
PAGE Multi-Gel Caster e Gradient Maker 465 (BioRad). A transferência para PVDF de 0.22 
µm (BioRad) foi realizada em sistema Trans-Blot Turbo (BioRad) com tampão de transferência 
Timmons206 (250 mmol/L de Tris, 192 mmol/L de Glicina), seis filtros WypAll X60 (Kimberly-
clark) em cada face, a 1.3A por 7 minutos. O bloqueio de interações inespecíficas foi realizado 
em solução de 3% de leite desnatado (Nestlé) em Tris-Buffered Saline (20 mmol/L de Tris pH 
7,4, 150 mmol/L de cloreto de sódio) suplementada com 0,1% de Tween 20 (Sigma) (TBS-T), 
sob agitação constante durante 1 hora a temperatura ambiente. Após lavagens em TBS-T, as 
membranas foram incubadas overnight com os anticorpos primários indicados em cada caso, 
sob agitação constante, a 4°C. A incubação com os anticorpos secundários (Sigma) foi realizada 
por 3 horas a temperatura ambiente sob agitação constante. A detecção das proteínas foi 
realizada com o SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific) 
seguindo instruções do fabricante, e exposição por tempo necessário com o filme 
autorradiográfico (IBF). Os anticorpos primários foram diluídos 1:1000 em TBS-T e os 
secundários 1:20000, igualmente em TBS-T. Os primários utilizados foram anti-HuR (Thermo-
Fisher, A-21277), anti-GLS (Abcam, ab156876, que reconhece as duas isoformas, KGA e 
GAC), anti-GAC (Rhea, IM-0323, específico para a isoforma GAC), anti-KGA (Aviva, 
ARP55098_P050, específico para a isoforma KGA), Anti-V5 (Thermo-Fisher, R96025), anti-
Vinculin (Abcam, ab18058) e anti-β-catenin (Santa Cruz, sc-7199). 
 
3.7 TRANSFECÇÃO CELULAR 
 
Para a transfecção de células HEK293T foi utilizado o reagente polietilenimina 
linear em sua forma ácida (25 kDa PEI, Polysciences, 23966-2) ou salina (40 kDA PEI, 
Polysciences, 24765-2). Para o primeiro caso, o reagente foi solubilizado em água ultrapura a 
uma concentração de 0,5 mg/mL e a água aquecida até a dissolução completa do mesmo, com 
o ajuste do pH para 7,0 e esterilização por filtração. O segundo tipo seguiu o mesmo protocolo, 
mas sem o aquecimento. As células a serem transfectadas foram plaqueadas no dia 
imediatamente anterior para atingirem uma confluência de 70% a 80% no momento da 
transfecção. O DNA foi diluído em solução salina estéril (0,9% NaCl) e o PEI na mesma 
solução, na proporção de 1 µL para cada µg de DNA a ser transfectado. Tanto DNA quanto PEI 
foram incubados separadamente por 5 minutos, e então misturados por 20 minutos, antes da 
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adição por gotejamento sobre as células em cultura, em meio normal de cultivo - todavia trocado 
uma hora antes dessa adição. As células foram mantidas em cultivo por 12 a 16 horas, quando 
o meio foi trocado removendo os complexos sobrenadantes. As células foram então mantidas 
até a realização dos experimentos propriamente ditos. Para as demais células, foi utilizado o 
reagente de transfecção Lipofectamina 2000 (Thermo-Fisher), seguindo instruções do 
fabricante. 
 
3.8 VETORES VIRAIS 
 
3.8.1 Empacotamento (sistema pLKO) 
 
Para a produção de vetores virais – quando necessário – preparações plasmidiais 
em larga escala dos vetores de transferência (utilizando PureYield™ Plasmid Maxiprep System, 
Promega ou NucleoBond Xtra Midiprep, Macherey-Nagel; eventualmente regenerando as 
colunas utilizadas207) foram submetidas ao VVL/LNBio (Viral Vector Lab) para 
empacotamento (seguindo protocolo do laboratório) e, posteriormente, titulados utilizando 
diluição seriada dos mesmos em placas de 24 poços com 1.104 células NIH3T3 e agente de 
seleção por uma semana.  
 
3.8.2 Empacotamento (sistemas tet-pLKO e pQC)  
 
Dois milhões de células HEK293T foram plaqueadas em placas de 60 mm de 
diâmetro no dia imediatamente anterior a transfecção. A transfecção ocorreu como já descrito 
(Item 3.7), utilizando um total de 7,4 µg de DNA total, distribuído, para vetores lentivirais, em 
3,68 µg do vetor de transferência (contendo o gene de interesse), 2,8 µg do vetor psPAX2 
(gentilmente cedido pelo Dr. Didier Trono, Addgene #12260) e 0,9 µg de pMD2.G (gentilmente 
cedido pelo Dr. Didier Trono, Addgene #12259). Para vetores retrovirais, transfectou-se 3,68 
µg do vetor de transferência (contendo o gene de interesse), 2,8 µg de pUMVC (gentilmente 
cedido pelo Dr. Robert A. Weinberg, Addgene #8449) e 0,9 µg de pCMV-VSV-G (gentilmente 
cedido pelo Dr. Robert A. Weinberg, Addgene #8454). 
As coletas foram realizadas a cada 12 horas, com a remoção dos 3 mL e adição de 
meio de cultura fresco, sendo o coletado centrifugado a 1000 x g por 5 minutos e o sobrenadante 
armazenado a 4°C até a realização de um total de seis coletas. Especialmente para os vetores 
tet-pLKO, as preparações foram concentradas208. Brevemente, ao sobrenadante foi adicionado 
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0,46 volume de uma solução 26,6% de PEG6000, 0,9 mol/L de NaCl e 0,25X de PBS pH7,4. 
O material foi incubado a 4°C por 24 horas e centrifugado a 7000 x g por 30 minutos a 4°C, 
sendo o pellet remanescente ressuspendido em um volume dez vezes menor que o inicial com 
50 mM de Tris-HCl pH 7,4. Em todos os cenários, os vírus foram titulados utilizando diluição 
seriada dos mesmos em placas de 24 poços com 1.104 células NIH3T3 e agente de seleção por 
uma semana. 
 
3.8.3 Transdução 
 
As coletas virais, após o título definido, foram transduzidas com um fator MOI 
(multiplicity of infection) máximo de 0,3 vírus/células plaqueadas – com o intuito de evitar a 
integração múltipla de vírus em uma única célula. Foram plaqueadas 2.105 células em placa de 
6 poços e, após 24 horas, adicionado 1 mL total de meio contendo 0,6 x 105 partículas virais 
suplementado com 1 µg/mL de polibreno (hexadimethrine bromide, Sigma). No dia seguinte, 
o meio foi substituído ainda sem o agente de seleção e, após outras 24 horas, o meio foi 
substituído e adicionado o agente para a seleção das células com integração positiva. Para 
puromicina (Thermo-Fisher, A1113803) empregou-se 1 µg/mL para seleção e manutenção, 
enquanto que para Geneticina (Sigma, A1720, diluída a 100 mg/mL em HEPES 100 mmol/L 
pH 7,4) empregou-se 1000 µg/mL para seleção e 200 µg/mL para manutenção posterior. 
 
3.9 EXTRAÇÃO DE RNA E PCR QUANTITATIVA 
 
O RNA total das células foi extraído utilizando o TRI Reagent® (Sigma) e a 
produção da primeira fita de cDNA feita através do uso de mix de hexâmetros randômicos (Life 
Technologies) com Oligo dT (NEB), em 7 partes para 5, e GoScript™ Reverse Transcriptase 
(Promega), seguindo instruções dos respectivos fabricantes. A quantificação dos transcritos foi 
realizada em triplicata técnica com o kit SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies) 
seguindo instruções do fabricante. Os dados foram normalizados pela expressão do 
housekeeping 18S rRNA. Para a quantificação da expressão gênica foi utilizado o método 
comparativo 2-ΔΔCt209. Os oligonucleotídos utilizados estão sumarizados no Quadro 6. 
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3.10 IMUNOPRECIPITAÇÃO DE RNA 
 
Para a imunoprecipitação de RNA foi utilizado anticorpo Anti-HuR (Thermo-
Fisher, A-21277) e célula PC-3 selvagem, seguindo protocolo previamente estabelecido, com 
modificações210–212. Brevemente, as células foram lisadas em 20 mmol/L de Tris-HCl pH 7,4, 
150 mmol/L de NaCl, 1% Triton X-100, 0,5 U/µL RNAseOUT, 1X Protease Inhibitor Cocktail 
(Roche) em água DEPC no gelo por 30 minutos. O lisado foi sonicado em 10 pulsos de 10 
segundos com 30% de amplitude e centrifugadas a 4°C a 12.000 x g. O lisado foi dividido para 
as condições necessárias e incubados com Magnabeads (Invitrogen) bloqueados com esperma 
de salmão e BSA e os anticorpos incluídos, sendo mantidos sob rotação a 4°C por 16 horas. As 
beads foram lavadas com tampão NT2 (50 mmol/L de Tris–HCl pH 7,5, 150 mmol/L de NaCl, 
1 mmol/L de MgCl2 e 0.05% de NP-40) por 4 vezes e o RNA das beads extraído com TRI 
Reagent (Sigma). Os procedimentos de transcrição reversa e amplificação foram realizados 
como indicado para PCR quantitativo (Item 3.9). 
 
Quadro 6 – Oligonucleotídeos utilizados para a quantificação de transcritos por PCR quantitativa 
Transcrito alvo Oligo Sequência 5’ – 3’ 
GLS 
GLSFow_qPCR AAAGCAGTCTGGAGGAAAGG 
GLSRev_qPCR AGTAGAATGCCTCTGTCCATCTA 
ELAVL1 
HuRFow_qPCR CATTAAGGTGTCGTATGCTC 
HuRRev_qPCR CTGGACAAACCTGTAGTCTG 
KGA 
KGAFow_qPCR TGGTGATCAAAGGGTAAAGTC 
KGARev_qPCR TGCTGTTCTAGAATCATAGTCC 
GAC 
GACFow_qPCR GATCAAAGGCATTCCTTTGG 
GACRev_qPCR TACTACAGTTGTAGAGATGTCC 
rRNA 18S 
18SFow_qPCR ATTCCGATAACGAACGAGAC 
18SRev_qPCR TCACAGACCTGTTATTGCTC 
 
3.11 SILENCIAMENTO INDUZÍVEL POR DOXICICLINA 
 
Como forma de validação dupla dos achados, decidiu-se não só empregar o 
silenciamento utilizando uma única sequência de alvo para HuR, mas, também, estratégias 
distintas para o mesmo. O silenciamento constitutivo, utilizando o sistema pLKO125, estabelece 
a redução dos níveis da proteína alvo constantemente e de forma não-regulável. Especialmente 
quando o fenótipo causado apresenta reduz o fitness da célula, pode ocorrer o silenciamento 
epigenético do sistema213 ou variegação dos níveis de eficácia do silenciamento214. Com o 
intuito de controlar o tempo de silenciamento do gene de interesse, utilizou-se 
concomitantemente o sistema tet-pLKO126, o qual transduz as células, permite a seleção pela 
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expressão constitutiva de gene conferindo resistência e só confere o silenciamento frente a 
adição de tetraciclina ou algum de seus derivados, como a doxiciclina, mais estável215. Células 
transduzidas pelo sistema tet-pLKO foram distribuídas simultaneamente em duas placas de 
cultura que, 24 horas depois, tiveram os meios substituídos por meio de cultura adicionado ou 
não de 50 µg/mL de hiclato de doxiciclina (salvo quando da avaliação de múltiplas doses, sendo 
utilizada a indicada). As células passaram pela troca de meio diária até o sétimo dia, quando os 
experimentos propriamente ditos foram iniciados. 
 
3.12 IMUNOMARCAÇÃO E MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA 
 
As células sob experimentação foram plaqueadas em poços com espessura de fundo 
inferior a 0,2 mm. Especificamente quando na utilização de células HEK293T, as placas foram 
tratadas previamente com solução 0,3 mg/mL de colágeno do tipo I em ácido acético 20 mmol/L 
por 1 hora, seguido de lavagem por três vezes com PBS. A fixação, 24 a 48 horas 
posteriormente, foi realizada com a adição de agente de fixação por 30 minutos a temperatura 
ambiente. O mesmo foi preparado com a dissolução de paraformaldeído a 8% em água ultrapura 
sob aquecimento, e solução paralela de 0,2 mol/L de tampão fosfato pH 7,4 (53 mmol/L de 
NaH2PO4 e 154 mmol/L de Na2HPO4), misturadas em proporção equivolumétrica, aliquotado 
e congelado. As células foram, então, lavadas por três vezes com PBS e permeabilizadas por 5 
minutos com 0,2% de Triton X-100 em PBS 1X, por 5 minutos. Foram realizados dois 
bloqueios, inicialmente quanto às interações eletrostáticas inespecíficas, com 30 minutos de 
incubação com 5 mg/mL de Heparina Sódica, 5 mg/mL de Dextran (extraído de Leuconostoc 
spp.), 0,1% de Tween 20, 0,05% de azida de sódio em PBS pH 7,4. Após três lavagens com 
PBS, foi realizado o bloqueio de interações inespecíficas do anticorpo, com 10% de soro normal 
de cabra, 50 mmol/L de glicina, 0,1% de triton X-100 em PBS pH 7,4 por 1 hora. Tal solução, 
diluida cinco vezes em PBS pH 7,4, foi utilizada com o tampão para lavagens e diluições 
subsequentes. Após três lavagens, os anticorpos primários diluídos 1:300 foram adicionados e 
a placa incubada overnight a 4°C sob leve agitação, em câmara úmida. Outras três lavagens 
removeram os anticorpos primários para a adição de anticorpos secundários conjugados a 
fluoróforos (DyLight, Thermo-Scientific) com ou sem a presença de 0,75 µmol/L Faloidina-
FITC (P5282, Sigma) por 3 horas a temperatura ambiente em câmara úmida. Após mais três 
lavagens, o material foi incubado com DAPI (2,5 µg/mL) por 20 minutos, lavado três vezes 
com PBS e mantido em PBS a 4°C até a leitura. O processamento foi realizado utilizando o 
software Columbus versão 2.4 (Perkin-Elmer), sendo exportados os dados de quantificação dos 
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diversos parâmetros acerca de cada célula independente. Brevemente, o software Columbus é 
uma interface gráfica para o motor de análise de imagens Acapella (Perkin-Elmer). O 
processamento inicia com a definição de cada elemento através da busca por círculos 
preenchidos na imagem respectiva ao DAPI (marcando DNA e apresentando formato 
arredondado). A partir de cada um dos núcleos detectados, a região citoplasmática – definida 
pela marcação de faloidina, por exemplo – é atribuída a cada um dos núcleos, designando agora 
células (com citoplasma e núcleo compartimentalizados). Objetos que toquem a borda da 
imagem são, então, descartados por não estarem completamente representados na coleta, 
evitando também duplicidade com campos adjacentes. Os valores de intensidade são 
quantificados utilizando a intensidade observada e, para a avaliação de texturas, máscaras 
matemáticas são aplicadas sobre a marcação, binarizando a imagem e quantificando a área 
recoberta pelos mesmos. O processamento e exploração gráfica foi realizado com o software 
R. Os primários utilizados foram anti-HuR (Thermo-Fisher, A-21277), anti-KGA (Aviva, 
ARP55098_P050, específico para a isoforma KGA) e anti-β-catenin (Santa Cruz, sc-7199). 
Para os ensaios de imunomarcação em esferoides tumorais foi utilizado o mesmo 
protocolo, salvo para as especificidades da técnica. Os esferoides foram fixados na mesma 
solução, entretanto por um período de 1 hora, sob agitação. Após as lavagens, os mesmos foram 
incluídos em 4% de agarose baixo ponto de fusão, overnight a 4°C. Tal material foi, então, 
colado na base de um vibratomo Leica VT1000S, com velocidade e vibração definidas na 
velocidade 6, sendo realizados cortes de 30 µm de espessura, acondicionados em um poço de 
uma placa de 24. Com este material assim acondicionado, foi realizado o protocolo similar de 
imunomarcação até o último passo, quando os cortes foram transferidos para uma lamínula e 
montados com ProLong Gold (Thermo-Fisher, P36934). A cura ocorreu por 48 horas, quando 
as lâminas foram capturadas utilizando o microscópio leitor de placas Operetta (Perkin Elmer) 
no modo confocal spining disk fotografando-se vários planos a fim de contemplar o critério de 
Nyquist de amostragem e o limite de resolução de Abbe216. As imagens geradas foram 
empilhadas e obtida uma projeção máxima, a qual foi  mensurada a abundância de marcação 
utilizando o software Fiji217/ImageJ218 e a quantificação representada graficamente com 
regressão polinomial da intensidade em função da distância sobre o eixo maior do esferóide, 
utilizando o software R. 
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3.13 PROLIFERAÇÃO CELULAR EM MONOCAMADA OU TRIDIMENSIONAL 
 
Para avaliar a proliferação celular, 3 x 103 células com a modificação específica 
foram semeadas em placas de 96 wells em quadruplicatas, sendo incubadas em estufa de 5% de 
CO2, a 37 graus por 24 horas. Após este tempo, os meios de cultura foram substituídos, quando 
necessário, com as depleções ou adições indicadas. Quando na presença de inibição química, 1 
µmol/L de CB-839 foi adicionado no meio de cultivo. Neste momento, uma placa fora fixada 
para a realização da normalização da quantidade inicial de células. A fixação se realizou com 
solução de formaldeído livre de metanol a 4% (paraformaldeído 4%) em tampão fosfato, por 
20 minutos a temperatura ambiente. As células foram então lavadas duas vezes com PBS 1X, 
incubadas por 5 minutos com DAPI (2,5 µg/mL) a 4°C e, em seguida, novamente lavadas 3 
vezes com PBS 1X para armazenamento a 4°C até a leitura. O mesmo procedimento foi 
realizado para as placas dos demais pontos de leitura. As imagens foram coletadas pelo 
microscópio leitor de placas Operetta (Perkin Elmer) e contadas pelo software Columbus versão 
2.4.0 (Perkin Elmer). Para o cálculo do Coefficient of drug interaction (CDI), foi utilizada a 
seguinte fórmula219: 
 
𝐶𝐷𝐼 =  
𝐸𝑓𝑒𝑖𝑡𝑜 (𝐶𝐵 − 839 + 𝑆𝑖𝑙𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝐸𝐿𝐴𝑉𝐿1)
𝐸𝑓𝑒𝑖𝑡𝑜 (𝐶𝐵 − 839) 𝑥 𝐸𝑓𝑒𝑖𝑡𝑜 (𝑆𝑖𝑙𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝐸𝐿𝐴𝑉𝐿1)
 
 
Da qual podemos inferir sinergia (CDI < 1), aditividade (CDI = 1) ou antagonismo 
(CDI > 1) entre dois distintos tratamentos. Assim, quando observamos antagonismo concluímos 
que os dois tratamentos não apresentam seu desempenho máximo quando na combinação. 
Aditividade representa exatamente o desempenho máximo na combinação. Por fim, a sinergia 
é quando os dois tratamentos apresentam desempenho superior ao máximo individualmente 
obtido. 
Para a mensuração da proliferação tridimensional das células BT549, 4 x 103 células 
com o silenciamento de ELAVL1 ou o respectivo controle foram semeadas em placas Spheroid 
Microplate Ultra Low Attachment (Corning, 4515), e mantidas em estufa de 5% de CO2, a 37°C 
com substituição de 50% do meio de cultivo a cada 48 horas, sendo avaliadas pelo microscópio 
leitor de placas Operetta (Perkin Elmer) em campo claro e analisadas pelo software 
Fiji217/ImageJ218. A mensuração do fenótipo proliferativo tridimensional se mostrou um desafio 
técnico, especialmente quanto a opção entre um parâmetro volumétrico ou de área. Como na 
ausência de marcação com fluoróforos que permitissem a visualização tridimensional e 
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consequente reconstrução de volume220, optou-se pela amplamente utilizada mensuração de 
parâmetros bidimensionais (de área ou diâmetro)221–224 
 
3.14 KNOCK IN DE CAUDA FLUORESCENTE NA ISOFORMA KGA DA 
GLUTAMINASE HUMANA 
 
Para a utilização da estratégia de knock in fluorescente com o sistema 
CRISPR/Cas9, células HEK293T foram transfectadas, como já descrito, utilizando o plasmídeo 
px330.puro adicionado do sgRNA para a região do códon de parada da isoforma KGA. Três 
dias após, o DNA genômico foi extraído (Wizard SV Genomic DNA Purification System, 
seguindo instruções do fabricante, Promega) e avaliada a presença de mutação de ponto com o 
ensaio da T7 Endonuclease I (seguindo instruções do fabricante, NEB). Assim, o knock in 
propriamente dito foi realizado com nova transfecção, do mesmo plasmídeo utilizado, agora, 
na presença do plasmídeo doador de região homóloga de recombinação. Após três dias foi 
adicionado agente de seleção zeocina e as células mantidas até a morte celular de controle não-
transfectado. Esse pool celular selecionado foi, então, utilizado nos experimentos subsequentes.  
 
3.15 AVALIAÇÃO DO CICLO CELULAR UTILIZANDO MICROSCOPIA 
 
A avaliação da posição no ciclo celular das células utilizando microscopia foi 
realizada conforme previamente descrito225, sendo as placas preparadas e capturadas como se 
para uma proliferação normal, mudando apenas o passo de quantificação. A mesma envolveu a 
mensuração da intensidade de fluorescência de cada célula individualmente em sua região 
nuclear, integrando-se a mesma pela área do núcleo. De posse do valor individual para cada 
célula, foram estimadas distribuições suavizadas para o logaritmo na base 10 da soma de 
intensidade de DAPI, proporcional à quantidade de DNA, e as posições de separação entre as 
fases estabelecidas do ciclo utilizando a intensidade de fluorescência para a célula controle do 
experimento.  
O bloqueio duplo de timidina foi realizado adicionando 100 µg/mL de timidina 
(Sigma, T1895), seguido de 16 horas de incubação, lavagem e troca de meio, 12 horas de 
incubação e uma nova adição de 100 µg/mL de timidina por mais 12 horas. Ao final do último 
intervalo as células foram coletadas ou fixadas, dependendo do tipo de experimento a ser 
realizado e processadas como já indicado. 
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3.16 ENSAIOS REPORTER 
 
Para o ensaio repórter com o sistema RG6, as células foram transfectadas como já 
indicado (Item 3.7) e avaliadas 48 horas após. A fixação se realizou com solução de formaldeído 
livre de metanol a 4% (paraformaldeído 4%) em tampão fosfato, por 20 minutos a temperatura 
ambiente. As células foram então lavadas duas vezes com PBS, marcadas com DAPI e 
armazenadas a 4°C até a leitura. Quando as células não expressavam as modificações de forma 
induzível ou constitutiva, durante a transfecção foi realizada a co-transfecção dos plasmídeos 
para a indução da alteração molecular e o prazo de incubação extendido para 3 dias. 
Para os sistemas de mensuração da estabilidade utilizando a 3’UTR do mRNA das 
isoformas de GLS, os vetores psiCHECK respectivos foram transfectados na presença dos 
plasmídeos para as modificações de expressão de interesse e as células mantidas por 3 dias até 
a lise com o Passive Lysis Buffer por 20 minutos, sob agitação, a temperatura ambiente. O 
material lisado foi homogeneizado e avaliado quanto a luminescência com o Dual-Luciferase® 
Reporter Assay System (Promega), seguindo instruções do fabricante. A leitura foi realizada 
com o leitor de placas EnSpire 2600 (Perkin-Elmer) em placas de fundo branco. Brevemente, 
foi adicionado 10 µL de lisado a todos os poços, sendo – posteriormente e de forma individual 
a cada poço – adicionados 25 µL do reagente LARII, mensurada a luminescência de Firefly por 
integração de 10 segundos de emissão, adicionados 25 µL do reagente Stop&Glo e mensurada 
a luminescência de Renilla por integração de 10 segundos de emissão. Os valores reportados 
são as razões de cada poço, Renilla sobre Firefly. 
 
3.17 QUANTIFICAÇÃO DO CONSUMO DE GLUTAMINA 
 
Uma versão modificada de protocolo pré-existente foi estabelecida226. Brevemente, 
3 x 104 (BT549) ou 4 x104 (MDA-MB-231) células foram semeadas em um volume de 100 µL 
numa placa de 96 poços e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 16 horas. O meio foi 
removido e adicionados 50 µL de meio RPMI 1640 com FBS 10% fresco, do qual uma alíquota 
foi removida. Paralelamente, o mesmo foi adicionado a poços vazios da placa. Após o tempo 
de incubação, o meio foi removido e congelado a -80°C até a avaliação. A placa foi fixada e 
processada como em um experimento de proliferação regular para normalizar inconsistências 
na contagem realizada. 
O ensaio consistiu em adicionar 10 µL deste meio a 50 mmol/L de Tris-acetato pH 
8,6, 2 mmol/L NAD (Sigma) e 50 mmol/L de fosfato dipotássico (JT Baker) em um volume de 
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180 µL e realizar uma leitura a 340 nm. Posteriormente, 0,5 unidades de L-GDH foram 
adicionadas em um volume de 10 µL e a placa incubada por 1 hora a temperatura ambiente, 
selada. A absorbância a 340 nm foi novamente lida e 50 nmol/L final de glutaminase 
recombinante foi adicionada em um volume de 10 µL para uma nova incubação por 1 hora a 
temperatura ambiente e leitura a 340 nm. A quantificação de glutamina é a subtração da terceira 
leitura pela segunda e a de glutamato da segunda pela primeira. Os valores são transpostos para 
quantidades através de curva padrão produzida em meio sem glutamina, sendo o consumo de 
glutamina definido pela subtração da quantidade de glutamina mensurada no meio incubado 
concomitantemente, mas sem a presença de células, pelos valores observados nos meios 
experimentais, normalizando-se pelo número de células contadas. Todas as leituras foram 
realizadas com o leitor de placas EnSpire 2600 (Perkin-Elmer) 
 
3.18 ENSAIO DE ATIVIDADE DE GLUTAMINASE COM LISADO CELULAR 
 
As células foram lisadas em 25 mmol/L de HEPES pH 8,0 (Sigma-Aldrich), 150 
mmol/L de NaCl (Merck), 1 mmol/L de EDTA (Merck), 0,01% de Triton X-100 (USB), 10 
mmol/L de pirofosfato de sódio (Sigma), 10 mmol/L de fluoreto de Sódio (Sigma), 10 de 
mmol/L ortovanadato de sódio (Sigma), 2 de mmol/L PMSF (Sigma), 10 µmol/L de leupeptina 
(Sigma), 1 µmol/L de pepstatina (Sigma), 2 µg/mL de aprotinina, seguido de 20 passagens em 
agulha de 26 gauges. O ensaio de atividade foi realizado conforme previamente publicado 26. 
Brevemente, 10 µg de lisado celular (quantificado pelo método de Bradford), foi adicionado a 
uma placa de 96 wells em uma solução de 50 mM Tris-Acetato pH 8,6, 0,5 unidades de L-GDH 
Bovina (Sigma), 2 mM NAD (Sigma), 20 mM fosfato dipotássico (Sigma) e 7,5 mmol/L de L-
Glutamina (Sigma). A absorção de NADH foi avaliada no tempo no comprimento de onda de 
340nm com o leitor de placas EnSpire 2600 (Perkin-Elmer). A inclinação da reta que construída 
com ao menos metade dos pontos avaliados que apresentasse o melhor r² foi utilizada para a 
comparação entre as amostras. 
 
3.19 MENSURAÇÃO DA DEPENDÊNCIA DE GLUTAMINA PARA RESPIRAÇÃO 
CELULAR UTILIZANDO O OXÍGRAFO SEAHORSE XF24E 
 
Uma versão modificada do Seahorse XFp Mito Fuel Flex Test Kit (Agilent) foi 
utilizada. Brevemente, 1,6 x 105 células BT549 foram semeadas em um volume de 100 µL 
numa placa XF24 de 24 poços e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 1 hora. Foram 
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adicionados mais 150 µL de meio e as células incubadas por mais 15 horas nas mesmas 
condições. Simultaneamente, cada poço do XFe24 sensor cartridge foi equilibrado com 1000 
µL de Seahorse XF Calibrant Solution à 37°C em atmosfera ambiente. As placas foram 
transportadas em atmosfera hermética de mesma constituição gasosa até o equipamento, 
lavadas com 500 μL de SeaHorse XF Assay Medium adicionado de glutamina, glutamato e 
piruvato de sódio e pH ajustado para 7,4 e mantidas em 500 μL do mesmo meio por 1 hora a 
37°C em atmosfera ambiente. Após a calibração do XFe24 sensor cartridge previamente 
equilibrado, o experimento foi realizado com 3 ciclos de leitura da respiração basal, adição de 
3 µmol/L de CB-839, para a inibição da enzima glutaminase, seguido de 3 ciclos de leitura da 
respiração após inibição. Os valores percentuais representados indicam a fração da respiração 
que foi inibida após a adição do composto. 
 
3.20 MENSURAÇÃO METABÓLICA POR GAS CHROMATOGRAPHY-MASS 
SPECTOMETRY (GC-MS) 
 
Três milhões de células, com o silenciamento de ELAVL1 induzido ou não, foram 
semeadas em placas de 60 mm e incubadas por 24 horas. Quando do prazo, o meio foi removido 
e as células lavadas com PBS por três vezes e uma última com água ultrapura, sendo removido 
todo líquido remanescente, para a adição de quench de 400 µL de acetonitrila gelada e 300 µL 
de água ultrapura gelada contendo 5 nmoles de norleucina. As células foram raspadas, 
transferidas para um microtubo que fora reservado. Outra quantidade igual de acetonitrila e 
água foi adicionada à placa, na ausência de norleucina, para a remoção dos resíduos 
remanescentes e recolhida no mesmo microtubo. Após congelamento em nitrogênio líquido e 
armazenamento a -80°C até o processamento, foram adicionados 400 µL de clorofórmio gelado 
a cada tubo, que foi agitado vigorosamente e centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C. 
A fase superior foi coletada, congelada em nitrogênio líquido e liofilizada. As amostras foram 
então enviadas à facility Laboratório de Metabolômica (CTBE/CNPEM), onde foram 
derivatizadas por MTBSTFS e avaliadas no cromatógrafo gasoso Agilent acoplado a um 
detector de massa por tempo de vôo Pegasus (Leco).  
Os resultados splitless da injeção foram convertidos pelo software ChromaTOF 
(Leco) no padrão aberto NetCDF, o qual pode ser carregado no software R para a utilização do 
pacote metaMS227 e proposta de pipeline inspirada no Workflow4Metabolomics228,229. Foi 
utilizado o banco de dados espectral GMD_20111121_MDN35_FAME, produzido pela GOLM 
Metabolome Database230. Inicialmente, as cromatografias foram avaliadas grosseiramente para 
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a correção do tempo de retenção (rt) estimado para a escada de metil-ésteres de ácido graxo 
inserida com o intuito de corrigir oscilações no domínio cromatográfico. Com os valores 
corretos de média e desvio das corridas, foi ajustado o cromatograma utilizando o índice de 
retenção de Kovats (RI) que permite a comparação de dados cromatográficos obtidos em 
diferentes condições experimentais. Então, foram produzidos pseudo-espectros (apenas a partir 
de um pico cromatográfico os fragmentos de massa eram integrados) e comparados inicialmente 
entre as amostras, com uma tolerância de drift cromatográfico de 5000 unidades de RI (cerca 
de 5 segundos). Esses objetos (features) metabólicas identificadas foram, então, comparadas 
com a biblioteca, em uma tolerância de 60% do índice de similaridade, para identificação. 
Features mais abundantes nas lavagens foram excluídas, tal qual as que variaram mais do que 
25% entre os pools injetados entre as cromatografias. A mensuração dos metabólitos foi feita a 
partir da abundância de contagens dos picos do pseudospectro e a comparação das mesmas 
realizadas com o pacote limma231 e a análise de PCA com o ggbiplot232. 
 
3.21 ENSAIOS DE MIGRAÇÃO E INVASÃO CELULAR 
 
3.21.1 Extração de colágeno do tipo I 
 
Foi utilizada metodologia previamente disponível com modificações233. 
Brevemente, 12 caudas de rato armazenadas a -80°C foram descongeladas por 24 horas a 4°C, 
lavadas em água ultrapura e secas. As vertebras foram rompidas e puxadas, removendo os 
tendões de colágeno que foram armazenados em PBS 1X até o processamento. Os tendões 
foram então sequencialmente lavados em PBS (5 minutos), acetona (5 minutos) e isopropanol 
70% (5 minutos) e depois mantidos em agitação a 4°C em 750 mL 20 mmol/L de ácido acético 
em água ultrapura por 48 horas. Após, os tendões foram homogeneizados com liquidificador 
utilizando raspas de gelo produzido com água ultrapura. O material foi então centrifugado por 
1 hora a 10.000 x g a 4°C e o sobrenadante congelado a -20°C. Após o completo congelamento 
e fracionamento do material, o mesmo foi liofilizado e armazenado a -80°C. A solubilização 
foi realizada mensurando massa suficiente para 8 mg por mL e homogeneizada em 
liquidificador em 20 mL de 20 mmol/L de ácido acético em água e dialisado contra ácido 
acético de mesma concentração. A esterilização foi realizada por vapor de clorofórmio por uma 
semana a 4°C. 
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3.21.2 Ensaio de migração celular 
 
Para ambos ensaios de scratch-and-wound (de migração e invasão) as placas foram 
previamente tratadas com uma solução 0,3 mg/mL de colágeno do tipo I em ácido acético 20 
mmol/L por 1 hora, seguido de lavagem por três vezes com PBS. Então, 3 x 104 (BT549) ou 4 
x 104 (MDA-MB-231) células foram semeadas em um volume de 100 µL nesta placa tratada de 
96 poços e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 16 horas. Após o período de incubação, 
o meio foi removido, as células lavadas com PBS por uma vez, e meio sem soro fetal bovino 
(mas com 0,1% de BSA inativado termicamente) foi adicionado, para uma segunda incubação 
nas mesmas condições por 24 horas. Quando este passo foi concluído, o meio foi novamente 
removido e, com o auxílio de um aspirador multicanal, riscos foram feitos no fundo de todos 
os poços. Para a remoção das células raspadas, a placa foi lavada com PBS e adicionado meio 
DMEM alta glicose tamponado com 25 mmol/L de HEPES pH 7,4. A placa foi então incubada 
no microscópio Operetta (Perkin Elmer) com estágio aquecido a 37°C durante todo o período 
das capturas de campo claro. As imagens obtidas foram organizadas e cada um dos poços teve 
a cobertura celular mensurada nas contínuas medidas comparadas com a primeira, utilizando o 
software Fiji217/ImageJ218 com macro produzida para este fim. 
 
3.21.3 Ensaio de invasão celular utilizando scratch-and-wound embebido em matriz 
 
Quando da avaliação da invasão celular em matriz tridimensional, após a realização 
dos riscos, a placa foi mantida em gelo por 5 minutos e sobreposta com 50 µL de solução de 2 
mg/mL de colágeno do tipo I, em DMEM alta glicose tamponado 25 mmol/L de HEPES pH7,4, 
20% de soro fetal bovino e hidróxido de sódio suficiente para o ajuste do pH entre 7 e 8. A 
matriz foi polimerizada a 37°C por 30 minutos e sobreposta com 200 µL de meio de cultura, de 
mesmas condições de tamponamento, para ser lida e quantificada de mesma maneira. Quando 
na presença de inibição química, 1 µmol/L de CB-839 foi adicionado no meio sobreposto e na 
matriz. 
 
3.21.4 Ensaio de invasão celular utilizando câmara de Boyden 
 
Foi utilizada variação de protocolos previamente disponíveis234–239. As células 
foram preliminarmente semeadas em placas de 60 mm e incubadas por 16 horas, quando foram 
então lavadas com meio sem soro e mantidas em meio na presença de 0,1% de BSA por 24 
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horas. Nesse instante, foram tripsinizadas (utilizando metade da concentração usual, 0,025% 
m/v) e a mesma inativada com meio contendo 0,1% de BSA na ausência de soro fetal bovino. 
Após duas centrifugações a 200 x g por 5 minutos seguidas de ressuspensão em meio com 0,1% 
de BSA, as mesmas foram contadas e adicionadas às câmaras de Boyden previamente 
preparadas com solução quimioatrativa de 5 ng/mL de fator de crescimento epitelial. As células 
invadiram por 8 horas, quando o inserto contendo as membranas foi fixado em formaldeído por 
30 minutos e lavado em PBS. As células não invadidas foram removidas com um cotonete e as 
invadidas marcadas com DAPI em solução contendo 1% de Triton X-100. A leitura foi 
realizada utilizando o microscópio Operetta (Perkin Elmer), em seu modo confocal, e a 
contagem de núcleos foi realizada com a projeção máxima da pilha de imagens obtidas para 
cada câmara, pilha essa centrada na membrana que serviu como barreira, sob a qual as células 
invadidas estavam aderidas. A preparação preliminar das placas envolveu a adição de 6 µg 
totais de matrigel (em concentração de 120 µg/mL) diluído em água ultrapura em cada parte 
superior da câmara de Boyden, permitindo a secagem 24 horas em fluxo laminar. No dia da 
execução propriamente dita do experimento, a placa foi reconstituída na porção superior com 
meio de cultura sem soro e na porção inferior com colágeno do tipo I a 60 µg/mL, para permitir 
a adesão celular. Antes da adição das células, a porção superior teve o meio removido e a 
inferior foi lavada com PBS. 
 
3.22 DESENHO EXPERIMENTAL CELULAR E AVALIAÇÃO ESTATÍSTICA 
 
A quantidade de replicatas experimentais técnicas são demonstradas sobre os 
gráficos, na forma de pontos. Dada a utilização do método do 2-ΔΔCt para mensuração das 
diferenças dos experimentos de qPCR, não é possível a representação individualizada dos 
pontos, sendo representadados nos gráficos duplicatas ou triplicatas técnicas. Para os gráficos 
de migração e proliferação, as médias sumarizadas são originadas de, ao menos, quadruplicatas 
técnicas. A normalidade dos resultados foi acessada com o teste de Shapiro-Wilk. Quando em 
comparações binárias, foram realizados testes-t bicaudais de médias, empregando a correção 
de Welch para variâncias distintas. Para mais de um par de comparações, foram realizadas 
análises de variância seguidas de teste posterior de diferença significante honesta de Tukey. 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 RELEVÂNCIA CLÍNICA DE HUR COMO ELEMENTO DE PROGNÓSTICO E SUA 
RELAÇÃO COM AS ISOFORMAS DE GLS 
 
Com o intuito de conhecer os efeitos de HuR em diversos tecidos tumorais de 
acordo com sua origem topográfica, foram utilizados os dados do The Cancer Genome Atlas 
(TCGA). O projeto contempla dados de transcriptômica, epigenômica, proteômica, clínicos e 
de imagem para 33 tumores distribuídos, dos quais 10 considerados raros, em 27 tecidos de 
origem (Quadro 7). 
 
Quadro 7 – Legenda da representação topográfica dos órgãos cujos dados tumorais (e de tecido normal) 
estão disponíveis no TCGA 
Sexo # Tecido 
Código 
TCGA 
Tipo 
Indiferente 
1 Cérebro 
GBM Glioblastoma multiforme 
LGG Glioma de baixo grau 
2 Olho UVM Melanoma uveal 
3 Cabeça e pescoço HNSC Carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço 
4 Tireóide THCA Carcinoma papilar de tireóide 
5 Esôfago ESCA Câncer de esôfago 
6 Pleura MESO Mesotelioma 
7 Pulmão 
LUAD Adenocarcinoma de pulmão 
LUSC Carcinoma de células escamosas de pulmão 
8 Linfonodos DLBC Linfoma difuso de grandes células B 
9 Timo THYM Timoma 
10 Fígado LIHC Carcinoma hepatocelular 
11 Ducto bilear CHOL Colangiocarcinoma 
12 Pâncreas PAAD Adenocarcinoma pancreático ductal 
13 Estômago STAD Adenocarcinoma de estômago 
14 Pele SKCM Melanoma cutâneo 
15 Adrenal 
ACC Carcinoma Adrenocortical 
PCPG Feocromocitoma & Paraganglioma 
16 Rim 
KIRC Carcinoma renal de células claras 
KICH Carcinoma renal cromófobo 
KIRP Carcinoma papilar renal 
17 Intestino grosso COAD Adenocarcinoma de cólon 
18 Bexiga BLCA Cancer de bexiga 
19 Intestino delgado READ Adenocarcinoma de reto 
20 Tecidos macios SARC Sarcoma 
21 Medula óssea LAML Leucemia mielóide aguda 
Feminino 
22 Mama* BRCA Câncer de mama 
23 Útero 
UCEC Câncer de endométrio 
UCS Carcinossarcoma uterino 
24 Ovário OV Cistadenocarcinomas serosos do ovário 
25 Cérvice uterino CESC Câncer cervical 
Masculino 
26 Prostata PRAD Adenocarcinoma de próstata 
27 Testículos TGCT Câncer de células germinativas de testículo 
NOTA: † Tumores considerados raros pelo TCGA. * Indicado como tumor tipicamente feminino, também 
acometendo homens. # Numeração encontrada nas imagens. 
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4.1.1 Correlação entre os níveis de mRNA de ELAVL1 com parâmetros clínicos 
 
Para a avaliação da expressão em um contexto topograficamente identificado, 
decidiu-se criar uma representação gráfica que consiste em um mapa de calor representado 
sobre um conjunto de corpos humanos estilizados (descrevendo um homem e seus tumores 
específicos, uma mulher e seus tumores específicos e um corpo sem identificação de gênero 
para os tumores comuns a ambos, com numeração e associação descritas no Quadro 7 e no 
Apêndice 1). Tal representação permite a observação direta de parâmetros numéricos simples 
em um contexto fisiológico, graças à associação com escala de cor. Utilizando tal representação 
topográfica, então, podemos observar a expressão de ELAVL1, gene que codifica para a HuR, 
mais elevada em tecidos de tumores primários de linfoma difuso de grandes células B, timoma 
e câncer de endométrio (representados pelos números 8, 9 e 23, respectivamente, Figura 11A), 
sendo que timoma e câncer de endométrio também representam os tecidos normais com maior 
expressão (Figura 11B). É preciso observar que não há amostras de células normais de linfócitos 
B (assim como de testículo, medula, ovário, mesotélio e olho) dentro do TCGA e o tamanho 
amostral dos tecidos normais de timo é pequeno.  
Para a melhor visualização dos valores de expressão em FPKM, tais valores,  
normalizados pelo método do quartil superior (upper quartile, UQ), são também apresentados 
na forma de gráfico (Figura 11C para tecido tumoral e Figura 11D para tecido normal 
adjacente); é possível ver que, tanto para tecido tumorais como normais, as medianas estão 
acima de 17. Para se ter uma noção do nível de expressão deste gene em relação aos demais 
genes, em mama, a mediana da expressão, mensurada em log2 (FPKM UQ +1) de todos os 
genes é 7,4 ± 3,2, tanto entre as amostras normais e tumorais, quando consideramos os 
transcritos sem expressão; removendo estes transcritos zerados, a mediana é, 13,5 ± 0,40. Desta 
maneira, fica implícito que a expressão de ELAVL1 varia de forma intensa e está acima da 
média de expressão dos genes em tecido mamário, sugerindo grande abundância, e possível 
importância deste gene240.  
Na comparação intertumor, a oscilação das medianas é de uma unidade de log2, 
implicando em uma quase duplicação do nível de expressão (em escala linear) entre o tumor de 
maior (DLBC, 17,5) para os de menor mediana (KIRC, 18,5) (Figura 11C). Com relação aos 
valores medianos dos tecidos normais com tamanho amostral superior a 4 (que apresentam 
definições de primeiro e terceiro quartis, além da distribuição suavizada) encontra-se uma 
variação em uma escala próxima a 0,4 unidades de log2 (entre THYM e ESCA), muito inferior 
a observada nos tipos tumorais (Figura 11D). A grande magnitude de variação entre tecidos 
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tumorais pode indicar que este gene pode ter uma função biológica importante para 
determinados tipos tumorais. 
 
Figura 11 – Níveis de expressão do mRNA de ELAVL1 em tecidos normais e tumorais humanos 
Representação topográfica dos níveis de expressão de ELAVL1 em tumores primários (A) e em tecidos normais 
adjacentes a tumores primários (B). Os valores representados nas escalas de cor representam a mediana dos níveis 
73 
 
de abundância de mRNA mensurados em FPKM normalizado pelo quartil superior em escala logarítmica e estão 
dimensionados de forma independente entre os gráficos. Gráfico RDI (Raw (data), Description and Inference) dos 
níveis de expressão de ELAVL1 em tumores primários, ordenados crescentemente de acordo com a mediana (C) e 
em tecidos normais adjacentes a tumores primários, obedecendo a ordenação de C (D). Barras centrais indicam a 
mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas 
representam a densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estão individualmente representados como 
círculos. A numeração dos órgãos está presente no Quadro 7. 
 
Entre as amostras de tecido de um mesmo tipo tumoral, o intervalo interquartil 
aproxima-se a 0,4 unidades de log2 em vários tipos tumorais (Figura 11C, mais facilmente 
observado nos exemplos da Figura 12C), o que implica variações lineares de 30% entre 
primeiro e terceiro quartil. Comparativamente, os tecidos normais apresentam variações na 
metade desta escala, o que indica uma heterogeneidade superior no contexto tumoral quanto à 
expressão de ELAVL1. 
Para facilitar a visualização da expressão relativa entre os tecidos tumorais e seus 
pares normais, a razão de expressão entre tecido tumoral e normal foi calculada (Figura 12A) e 
as diferenças estatisticamente significativas (p-value <0,05) foram definidas (Tabela 2). 
Observa-se que todos os tumores, com exceção de quatro tipos (melanoma – SKCM–, 
adenocarcinoma de pâncreas – PAAD –, carcinoma renal de células claras – KIRC – e 
feocromocitoma & paraganglioma – PCPG), a razão é superior a 1,1; vale ressaltar, entretanto, 
que para três deles, PAAD, PCPG e SKCM o limitado tamanho amostral para tecido normal 
impede inferências amplas. Assim, conclui-se que ELAVL1 tem expressão aumentada na grande 
maioria dos tumores em relação ao respectivo tecido normal, quando observados os dados 
disponíveis no TCGA (Figura 12C). 
De posse das informações disponibilizadas pelo TCGA, decidimos investigar o 
efeito da expressão de ELAVL1 no prognóstico dos pacientes. Uma maneira de fazê-lo seria a 
separação dos pacientes em alta e baixa expressão seguida da análise dos parâmetros de 
sobrevivência. Caso a distribuição de expressão apresentasse um comportamento bimodal (com 
clara distinção entre grupos com diferentes níveis de expressão), modelos matemáticos de 
mistura gaussiana 241,242, já aplicados em alguns exemplos clássicos, poderiam ser 
empregados243,244. Entretanto, em tecidos tumorais, observa-se que a expressão de ELAVL1 
segue perfil normal com apenas uma moda (após a transformação logarítmica, necessária 
devido a extrema assimetria dos dados na escala linear) ou duas modas muito próximas, não 
havendo mais de uma distribuição normal clara com médias e desvios independentes. Tal fato 
pode ser observado nas distribuições suavizadas nos gráficos mostrados e não por testes de 
normalidade, dada a redução do poder frente a grande tamanhos amostrais245. Outra possível 
abordagem246, consiste na utilização dos valores de z-score (quantos desvios-padrão um 
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determinado paciente se desloca em relação à média da população global247) com um limiar 
arbitrário a partir do qual os grupos de alta e baixa expressão são determinados.  
 
Figura 12 – Razão entre os níveis de expressão de ELAVL1 entre tecido tumoral e tecido normal adjacente 
(A) Representação topográfica da razão entre a mediana de expressão de ELAVL1 em tecido tumoral sobre o tecido 
normal adjacente denotada pela fração dos valores de FPKM normalizados pelo quartil superior em escala linear. 
(B) Á esquerda, Gráficos RDI dos níveis de expressão de ELAVL1 em tecidos normais adjacentes (Normal) 
comparado aos tumorais primários (Tumor) dos 10 tipos tumorais mais sobreexpressos. À direita, gráficos 
pareados entre tecidos normais adjacentes e seus respectivos tecidos tumorais, ligados por linhas vermelhas quando 
do aumento da expressão e verdes quando da redução. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e 
superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade 
suavizada dos dados; todos os pacientes estão individualmente representados sobre os dados como círculos. Os 
valores são mensurados em FPKM normalizado pelo quartil superior em escala logarítmica e estão dimensionados 
de forma independente entre os gráficos. P-values originados de teste t não-pareado; para tamanhos amostrais 
normais pequenos (≤10) é representado o p-value para o teste de não-paramétrico de Kruskal-Wallis. A numeração 
dos órgãos está presente no Quadro 7. 
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Tabela 2 – Lista com os valores absolutos das razões das medianas de ELAVL1 entre tecido tumoral e 
normal representadas na Figura 12A com o órgão afetado e o respectivo código empregado pelo TCGA.  
Tecido 
Código 
TCGA 
Tipo Razão p-value FDR ks 
Intestino 
grosso 
COAD Adenocarcinoma de cólon 1,56 0,001443 † 0,0022 <0,0001 † 
Rim KICH Carcinoma renal cromófobo 1,56 <0,0001 † <0,0001 <0,0001 † 
Intestino 
delgado 
READ Adenocarcinoma de reto 1,52 <0,0001 †* <0,0001 <0,0001 †* 
Mama BRCA Câncer de mama 1,47 <0,0001 † <0,0001 <0,0001 † 
Pulmão LUSC 
Carcinoma de células escamosas de 
pulmão 
1,47 <0,0001 † <0,0001 <0,0001 † 
Útero UCEC Câncer de endométrio 1,42 <0,0001 † <0,0001 <0,0001 † 
Esôfago ESCA Câncer de esôfago 1,40 0,0005 †* 0,0008 0,0014 †* 
Tecidos 
macios 
SARC Sarcoma 1,37 0,1015 * 0,1282 0,0637 * 
Timo THYM Timoma 1,30 0,05 * 0,0689 0,3796 * 
Bexiga BLCA Cancer de bexiga 1,29 <0,0001 † <0,0001 <0,0001 † 
Ducto bilear CHOL Colangiocarcinoma 1,26 0,0014 †* 0,0022 0,0009 †* 
Cérebro GBM Glioblastoma multiforme 1,24 0,2174 * 0,2609 0,0217 †* 
Fígado LIHC Carcinoma hepatocelular 1,22 <0,0001 † <0,0001 <0,0001 † 
Estômago STAD Adenocarcinoma de estômago 1,22 <0,0001 † <0,0001 <0,0001 † 
Cérvice 
uterino 
CESC Câncer cervical 1,22 0,3548 * 0,3871 0,0492 †* 
Tireóide THCA Carcinoma papilar de tireóide 1,20 <0,0001 † <0,0001 <0,0001 † 
Cabeça e 
pescoço 
HNSC 
Carcinoma de células escamosas de 
cabeça e pescoço 
1,19 <0,0001 † <0,0001 <0,0001 † 
Pulmão LUAD Adenocarcinoma de pulmão 1,18 <0,0001 † <0,0001 <0,0001 † 
Rim KIRP Carcinoma papilar renal 1,18 <0,0001 † <0,0001 <0,0001 † 
Prostata PRAD Adenocarcinoma de próstata 1,17 <0,0001 † <0,0001 <0,0001 † 
Pele SKCM Melanoma cutâneo 1,02 0,9643 * 0,9643 1 * 
Pâncreas PAAD Adenocarcinoma pancreático ductal 1,01 0,8955 * 0,9344 0,8742 * 
Rim KIRC Carcinoma renal de células claras 1,01 0,2646  0,3024 0,0141 † 
Adrenal PCPG Feocromocitoma & Paraganglioma 0,81 0,0517 * 0,0689 0,0273 * 
NOTA: Indicações de * (asterisco) denotam tumores com pequeno tamanho amostral (≤10) para o tecido normal 
adjacente e de † (cruz) p-value significativo (<0,01). Correção dos valores de p em FDR (false discovery ratio) 
pelo método de Benjamini-Hochberg142. Ks: p-value para o teste de ranqueamento Kolmogorov-Smirnov. 
 
Para eliminar-se a questão da arbitrariedade na definição de z-score e separação 
entre grupos, escolheu-se aquele que gerava uma separação com o menor p-value (segundo 
teste log-rank) para risco de recidiva da doença. Distintas implementações desta estratégia 
implicam na separação em dois ou mais grupos de pacientes137,138, optando-se aqui na separação 
em apenas dois. Paralelamente, foi calculada a proporção de risco de Cox (Cox Hazard Ratio 
ou apenas Cox HR) entre os grupos definidos, para observar se os pacientes classificados com 
alta expressão de ELAVL1 apresentavam piora ou melhora do prognóstico, quanto a recidiva. 
Desta forma, identificamos tumores onde a alta expressão de ELAVL1 (para o z-score definido 
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pelo menor p-value) traria um melhor (Tabela 3) ou pior (Tabela 4) prognóstico para o paciente 
para todos os tipos tumorais disponíveis no TCGA. 
 
Tabela 3 – Minimização de p-value para teste de razão de verossimilhança quanto ao nível de expressão de 
ELAVL1 e sua relação com a redução do risco de recidiva tumoral 
Tipo Código Corte z-score 
Cox HR (para alta expressão) 
Pacientes 
baixa HR 
CI95 
Min 
CI95 
Max 
p-value FDR 
Adenocarcinoma 
pancreático ductal 
PAAD 0,96 0,17 0,04 0,72 0,0015 0,0197 105 83% 
Carcinoma renal 
cromófobo 
KICH -0,42 0,11 0,02 0,55 0,0031 0,0197 19 32% 
Melanoma uveal UVM 0,98 0,13 0,02 0,93 0,0045 0,0197 60 82% 
Adenocarcinoma de 
cólon 
COAD -0,79 0,19 0,05 0,72 0,0169 0,0366 76 19% 
Câncer de endométrio UCEC -1,03 0,43 0,22 0,81 0,0171 0,0366 63 13% 
Carc. células esc. de 
pulmão 
LUSC -0,92 0,39 0,18 0,84 0,0237 0,0474 75 19% 
Carcinoma papilar de 
tireóide 
THCA -1,46 0,31 0,11 0,88 0,0572 0,0903 19 4% 
Adenocarcinoma de 
estômago 
STAD 1,46 0,36 0,05 2,65 0,2370 0,2539 257 92% 
Câncer cervical CESC -1,53 0,62 0,15 2,58 0,5369 0,5369 9 9% 
NOTA: p-value significativos a 0,05 estão em negrito. Tumores com p significativo < 0,01 estão com fundo cinza. 
Correção dos valores de p em FDR (false discovery ratio) pelo método de Benjamini-Hochberg142 
 
Foram observados 9 tipos tumorais em que o prognóstico dos pacientes com alta 
expressão de ELAVL1 é positivo (Tabela 3). Observamos três cenários em que há redução 
abaixo do limiar de p-value de 0,01 (ou empatados no menor valor de FDR, ainda significativo 
a 0,05), de seis cenários abaixo do limiar de 0,05 (que também retém FDR significativo). Para 
os tipos THCA, STAD e CESC, o menor p-value obtido não é significativo. 
Dentre os três significativos a p-value <0,01, em câncer de pâncreas (PAAD, Figura 
13A, superior), observamos que até o valor de z-score (eixo x) 0,5, o Cox HR (linha azul cheia) 
se mantém próximo a 1 (separações sem impacto prognóstico). No menor p-value obtido 
(representado pela linha vertical verde), atingimos um Cox HR de 0,17 (5,9 vezes menor, 
1/0,17) para os pacientes com alta expressão de ELAVL1 (Figura 13B-C, superior). Cabe 
ressaltar que pâncreas não apresenta uma alteração significativa dos níveis de ELAVL1 no 
tecido tumoral em relação ao normal adjacente (Figura 12A-B), dispondo de poucas amostras 
normais.  
Em carcinoma renal cromófobo (KICH), um dos dez tumores raros do TCGA e de 
menor disponibilidade de dados na literatura, a minimização de p-value (Figura 13A, centro) 
gera um valor de Cox HR abaixo de 1, em praticamente toda a extensão dos cortes avaliados 
em função de z-score, sendo observado no z-score de -0,42 o p-value mínimo (0,0031), estando 
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associado a este valor um Cox HR de 0,11. Assim, o grupo de pacientes com alta expressão de 
ELAVL1, 67% dos pacientes com informação de recidiva disponível (Figura 13B-C, centro), 
tem 9,1 (1/0,11) vezes menos probabilidade de apresentarem retorno da doença.  
 
Tabela 4 – Minimização de p-value para teste de razão de verossimilhança quanto ao nível de expressão de 
ELAVL1 e sua relação com o aumento do risco de recidiva tumoral 
Tipo Código 
Corte z-
score 
Cox HR (para alta expressão) 
Pacientes 
baixa HR 
CI95 
Min 
CI95 
Max 
p-value FDR 
Câncer de mama BRCA -0,23 1,82 1,24 2,68 0,0017 0,0197 490 48% 
Carc. células esc. de cabeça e 
pescoço 
HNSC -0,78 4,32 1,34 13,92 0,0024 0,0197 73 22% 
Carcinoma hepatocelular LIHC 0,26 1,64 1,19 2,26 0,0034 0,0197 237 74% 
Feocromocitoma & 
Paraganglioma 
PCPG 0,14 5,20 1,45 18,66 0,0046 0,0197 107 62% 
Adenocarcinoma de pulmão LUAD -0,86 6,52 0,88 48,35 0,0130 0,0366 82 21% 
Adenocarcinoma de próstata PRAD -0,10 1,85 1,13 3,04 0,0131 0,0366 260 53% 
Sarcoma SARC 0,20 1,60 1,11 2,31 0,0141 0,0366 157 69% 
Carcinoma papilar renal KIRP 0,82 3,90 1,41 10,73 0,0155 0,0366 218 85% 
Melanoma cutâneo SKCM -0,81 6,49 0,86 49,08 0,0164 0,0366 17 20% 
Câncer de células 
germinativas de testículo 
TGCT -0,60 2,76 0,97 7,83 0,0311 0,0583 32 24% 
Glioma de baixo grau LGG 0,62 1,92 1,08 3,43 0,0379 0,0669 354 85% 
Câncer de esôfago ESCA -0,45 1,73 1,01 2,98 0,0411 0,0685 42 32% 
Colangiocarcinoma CHOL -0,46 2,61 0,86 7,89 0,0663 0,0995 11 33% 
Cancer de bexiga BLCA 1,81 1,98 1,00 3,89 0,0731 0,1044 313 96% 
Carcinoma Adrenocortical ACC -0,54 1,78 0,84 3,78 0,1162 0,1585 22 29% 
Timoma THYM 0,80 2,09 0,82 5,35 0,1389 0,1812 84 75% 
Mesotelioma MESO -0,78 1,56 0,82 2,95 0,1658 0,2073 15 29% 
Carcinoma renal de células 
claras 
KIRC 0,77 6,53 0,41 104,60 0,2133 0,2509 328 87% 
Linfoma difuso de grandes 
células B 
DLBC -0,28 3,47 0,39 31,21 0,2188 0,2509 16 36% 
Carcinossarcoma uterino UCS -0,87 1,75 0,67 4,60 0,2258 0,2509 9 20% 
Cistadenocarcinomas serosos 
do ovário 
OV 1,13 4,73 0,43 52,23 0,2586 0,2675 283 90% 
NOTA: p-value significativos a 0,05 estão em negrito. Tumores com p significativo a 0,01 estão com fundo cinza. 
Correção dos valores de p em FDR (false discovery ratio) pelo método de Benjamini-Hochberg142 
 
O terceiro tumor com prognóstico positivo para a elevada expressão de ELAVL1 e 
p-value significativo (0,0045) foi o melanoma uveal, tal qual o anterior, raro. De maneira 
análoga ao carcinoma renal cromófobo, ao longo dos diferentes z-score testados, verificou-se 
um Cox HR inferior a 1 (Figura 13A, inferior), sendo em 0,98 obtida a maior significância – 
neste ponto 16% dos pacientes com dados de recidiva disponíveis se enquadraram no grupo de 
alta expressão de ELAVL1 (Figura 13B-C, inferior), com Cox HR que indica 7,7 (1/0,13) vezes 
menos chance de recidiva para os mesmos (Figura 13D, inferior). 
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Figura 13 – Minimização de p-value para teste de razão de verossimilhança quanto ao nível de expressão de 
ELAVL1 e sua relação com a redução do risco de recidiva tumoral 
(A) Gráfico de linha indicando os valores de z-score (eixo x) utilizados na separação entre alta e baixa expressão 
de ELAVL1 e sua consequência no risco proporcional de Cox (eixo y da esquerda, preto) e no p-value do teste log-
rank (eixo y da direita, verde). Ambas ordenadas foram produzidas em escala logarítmica e os valores transcritos 
em seus correspondentes em escala linear para facilitar a compreensão numérica do eixo. Linha pontilhada 
horizontal azul indica o valor de Cox HR 1, onde não há distinção de prognóstico. Os p-values estão plotados em 
ordem inversa (de menores para maiores valores). Linhas tracejadas pretas representam os limites do intervalo de 
confiança de 95% da estimativa do risco proporcional de Cox. Linhas verticais cinzas na porção inferior do gráfico 
indicam a posição do paciente dado o valor de expressão do gene. Linha vertical verde indica o valor de separação 
que gerou o menor p-value. Os limites do eixo x foram definidos entre os grupos formados, omitindo da 
representação apenas os pacientes abaixo ou acima dos valores limítrofes de corte definido (cada grupo com ao 
menos 4% ou 10 pacientes, o maior valor). (B) Gráficos RDI dos níveis de expressão de ELAVL1 em tecidos 
normais (Normal), e tumores primários (Tumor) separados entre pacientes classificados com baixa e alta expressão 
de ELAVL1. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro 
quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estão 
individualmente representados como círculos. (C) Quantidade dos pacientes classificados em cada categoria 
utilizando o menor p-value obtido, do grupo completo e daqueles sobre os quais os dados de recidiva estavam 
disponíveis. (D) Curva de sobrevivência para a separação pelo z-score definido, sendo a linha vermelha os 
pacientes com alta e a linha azul com baixa expressão. Linha vertical verde indica o limite de 5 anos de sobrevida. 
Valores indicam o risco proporcional de Cox (Cox HR) e o valor do teste log-rank. Área sombreada representa, 
em cada respectiva cor, o intervalo de confiança da curva de sobrevivência. Cada linha da figura representa um 
tumor (PAAD, KICH ou UVM) indicado na margem direita da mesma. 
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Foram encontrados 21 tumores nos quais o z-score com o menor p-value implica 
em prognóstico negativo para pacientes de alta expressão. Destes, 4 tumores (câncer de mama, 
carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço, carcinoma hepatocelular e 
feocromocitoma & paraganglioma adrenal) tiveram p-value significativo (Tabela 4). Assim, 
dos 30 tumores analisados (após remoção de leuceminas – LAML –, câncer retal – READ – e 
gliomas de alto grado – GBM por inconsistências na anotação de recidivas), 21 apresentaram 
prognóstico negativo (Cox HR > 1) contra 9 de prognóstivo positivo (Cox HR < 1) para os 
pacientes de alta expressão de ELAVL1, relativo a parâmetro de risco de recidiva tumoral. 
Observando a significância de p-value de 0,05, ainda temos 12 tumores com Cox HR superior 
a 1 contra apenas 6 tumores com Cox HR inferiores a este valor. Neste sentido, para 21 dos 30 
tumores analisados, conclui-se que a alta expressão de ELAVL1 está relacionada pior 
prognóstico – mensurado pela probabilidade de recidiva após tratamento. 
O tumor com p-value mais significativo entre os p-values mínimos obtidos na 
separação de grupos de alta e baixa expressão de ELAVL1 por um dado z-score, e com Cox HR 
positivo, foi o de mama. Quanto à análise de minimização de p-value, cortes baixos impactaram 
em riscos relativos inferiores a 1 (melhor prognóstico, mas de forma não-significativa), que 
prontamente (após valores de -0,75) inverteram a predição e se mantiveram razoavelmente 
constantes pelo restante do espaço amostral (Figura 14). Como forma de validação estatística 
da observação para este tumor em específico, 51,87% de dez mil reamostragens (análogo a dez 
mil escolhas de subgrupos de validação) realizadas utilizando 40% do conjunto de pacientes 
apresentaram significância (considerando p-value < 0,05). A título de referência, para uma 
reamostragem de bernoulli (com as características indicadas) ser considerada significante, 
precisa extrapolar o limite de 50,82%. Cabe mencionar que em tais reamostragens o valor de 
risco proporcional de Cox esteve acima de 1 em 99,51% dos eventos. Caso consideremos 
apenas intervalos de acompanhamento de cinco e dez anos, obtivemos 58,37% e 58,58% de 
valores de p significativos, respectivamente. Com outra estratégia de correção do p-value obtido 
especificamente para a metodologia de minimização de p-value 143, ainda obtém-se 0,0387. Tais 
validações se unem, evidentemente, à correção de p-value pelo método do false discovery ratio, 
já mostrada (Tabela 4). 
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Figura 14 – Minimização de p-value para teste de razão de verossimilhança quanto ao nível de expressão de 
ELAVL1 e sua relação com o aumento do risco de recidiva tumoral 
(A) Gráfico de linha indicando os valores de z-score (eixo x) utilizados na separação entre alta e baixa expressão 
de ELAVL1 e sua consequência no risco proporcional de Cox (eixo y da esquerda, preto) e no p-value do teste log-
rank (eixo y da direita, verde). Ambas ordenadas foram produzidas em escala logarítmica e os valores transcritos 
em seus correspondentes em escala linear para facilitar a compreensão numérica do eixo. Linha pontilhada 
horizontal azul indica o valor de Cox HR 1, onde não há distinção de prognóstico. Os p-values estão plotados em 
ordem inversa (de menores para maiores valores). Linhas tracejadas pretas representam os limites do intervalo de 
confiança de 95% da estimativa do risco proporcional de Cox. Linhas cinzas na porção inferior do gráfico indicam 
a posição do paciente dado o valor de expressão do gene. Linha vertical verde indica o valor de separação que 
gerou o menor p-value. Os limites do eixo x foram definidos entre os grupos formados, omitindo da representação 
apenas os pacientes abaixo ou acima dos valores limítrofes de corte definido (cada grupo com ao menos 4% ou 10 
pacientes, o maior valor). (B) Gráficos RDI dos níveis de expressão de ELAVL1 em tecidos normais (Normal), e 
tumores primários (Tumor) separados entre pacientes classificados com baixa e alta expressão de ELAVL1. Barras 
centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, 
respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estão 
individualmente representados como círculos. (C) Quantidade dos pacientes classificados em cada categoria 
utilizando o menor p-value obtido, do grupo completo e daqueles sobre os quais os dados de recidiva estavam 
disponíveis. (D) Curva de sobrevivência para a separação pelo z-score definido, sendo a linha vermelha os 
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pacientes com alta e a linha azul com baixa expressão. Linha vertical verde indica o limite de 5 anos de sobrevida. 
Valores indicam o risco proporcional de Cox (Cox HR) e o valor do teste log-rank. Área sombreada representa, 
em cada respectiva cor, o intervalo de confiança da curva de sobrevivência. Cada linha da figura representa um 
tumor (BRCA, HNSC, LIHC ou PCPG) indicado na margem direita da mesma. 
 
Para os tumores de mama, a separação proposta implicou em um aumento da 
mediana de expressão em mais de 70% (em escala linear), frente aos tecidos normais adjacentes 
disponíveis (Figura 14B), levando a divisão das amostras tumorais em duas porções iguais 
(Figura 14C). Para a análise de sobrevida livre de recidiva, as bandas do intervalo de confiança 
das curvas de sobrevivência (Figura 14D, área sombreada) fundem-se em apenas após o período 
de 5 anos de acompanhamento, o que – somado ao grande tamanho amostral – justifica a 
presença de um p-value significativo. Avaliando-se a recidiva em uma janela de cinco anos, o 
risco proporcional de Cox eleva-se para 2,00 (logrank p-value 0,0008) – frente a 1,82 utilizando 
todo o intervalo de acompanhamento disponível. 
Os tumores de cabeça-e-pescoço aqui designados compreendem origens primárias 
na cavidade oral, faringe, laringe, sinos paranasais, cavidade nasal e glândulas salivares248. O 
menor p-value obtido (0,0024) foi relativo a z-score de -0,78, ponto no qual observou-se risco 
proporcional HR Cox de 4,32 (Figura 14A). Em suma, a alta expressão de ELAVL1 neste 
contexto aumenta o risco de recidiva em 4,32 vezes (Figura 14D). 
O terceiro tumor em ordem crescente de p-value é o carcinoma hepatocelular. Em 
todos os cortes de z-score avaliados, foram verificados valores de Cox HR superiores a 1, com 
mínimo p-value (0,0034) em z-score de 0,23 (Figura 14A). Tal corte produziu uma fração de 
26% dos pacientes no grupo de alta expressão (Figura 14B-C) com risco proporcional de 
recidiva 1,19 vezes superior para o grupo de alta em relação ao grupo com baixa expressão de 
ELAVL1. O gráfico de Kaplan-Meier mostra que, até o período de 5 anos pós-incidência, há a 
clara separação entre as curvas de sobrevida (e até de fração de suas bandas de confiança), as 
quais, após este período, terminam por se unir (Figura 14D). 
Por fim, o último tumor com p-value inferior a 0,01 para aumento do risco 
proporcional de recidiva relacionado a alta expressão de ELAVL1 é o raro tumor de glândulas 
adrenais, feocromocitomas e paragangliomas249. O Cox HR se mantém acima do valor de 1 em 
todos os cortes de z-score avaliados, com p-value mínimo (0,0046) em z-score de 0,14. Tal 
corte impacta em 37% dos pacientes alocados no grupo de alta expressão e ELAVL1 (Figura 
14B-C), que apresentam risco superior de recidiva em 1,45 vezes em relação aos de baixa 
expressão, com a intersecção entre as bandas de confiança das curvas de sobrevivência 
ocorrendo apenas após 5 anos (Figura 14D). 
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Sendo os tumores de mama detentores do mais significativo p-value para pior 
prognóstico segundo a análise univariada pan-câncer realizada (Tabela 4), os parâmetros 
clínicos foram mais profundamente explorados (Figura 15 e Tabela 5). Realizando 
comparações binárias após 5 anos da detecção do tumor dentro de parâmetros preditivos de 
sobrevida (falecimento ou não, recidiva tumoral ou não e presença de metástase ou não), não 
observamos nenhuma diferença significativa no nível de expressão de ELAVL1 (Figura 15A). 
A não significativa diferença de expressão entre os grupos mostra-se na curva ROC (Receiver 
operating characteristic) para recidiva, com área de 0,569, brevemente superior ao esperado 
para um classificador linear randômico, 0,5 (Figura 15B). Quando observada a classificação 
binária para a sobrevida livre de metástase distante (Figura 15C), entretanto, não só foi obtida 
a significância, quanto o mínimo do intervalo de confiança da estimativa de Cox HR também 
permaneceu acima de 1, confirmando um prognóstico negativo para o paciente relacionado a 
alta expressão de ELAVL1. 
 
 
Figura 15 – Avaliação dos elevados 
níveis de expressão de ELAVL1 em 
pacientes de câncer de mama 
quanto a sobrevida, recidiva e 
metástase 
(A) Gráficos RDI dos níveis de 
expressão de ELAVL1 em tumores 
primários de pacientes de acordo com 
o falecimento (esquerda), recidiva 
(centro) ou metástase distante em 5 
anos após diagnóstico inicial. P-
values oriundos de testes-t. (B) Curva 
de receiver operating characteristic 
(ROC) para o nível de expressão de 
ELAVL1 e a ocorrência de recidiva em 
uma janela de 5 anos. A linha cinza 
indica preditor completamente 
randômico e não-relacionado com o 
evento. AUC: área sob a curva. (C) 
Curva de sobrevivência para o melhor 
p-value obtido em recidiva quanto a 
sobrevida livre de metástase, sendo a 
linha vermelha os pacientes com alta 
e a linha azul com baixa expressão. 
Linha vertical verde indica o limite de 
5 anos de sobrevida. Valores indicam o risco proporcional de Cox (Cox HR) e o valor do teste log-rank. Área 
sombreada representa, em cada respectiva cor, o intervalo de confiança da curva de sobrevivência. Para os gráficos 
RDI, barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, 
respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estão 
individualmente representados sobre os dados como círculos. 
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Avaliou-se, também, a relação entre parâmetros clinicopatológicos (coletados da 
época do diagnóstico) em câncer de mama e os grupos de expressão de ELAVL1 (Tabela 5). O 
único parâmetro com significância quando avaliada a ausência de homogeneidade é o 
estadiamento T, com um aumento proporcional da categoria T2 – de tumores com mais de 20 
mm e menos de 50 mm em sua maior dimensão. Aproveita-se para mencionar, que o câncer de 
mama é uma patologia predominantemente feminina, mas a glândula mamária masculina – 
mesmo que atrofiada – também pode ser acometida por tumores250 os quais representam 12 
pacientes do TCGA, sendo 75% dos mesmos associados a alta expressão de ELAVL1 (mas de 
maneira não significativa pelo baixo tamanho amostral). Por fim, vale comentar que, apesar de 
em câncer de mama haver um consenso de que elevados níveis citoplasmáticos de HuR 
impactam negativamente no prognóstico de parâmetros como sobrevida e recidiva da doença 
(Tabela 1), nós concluímos que neste tumor, altos níveis totais de expressão de ELAVL1 podem 
também potencialmente serem usados como fator prognóstico para sobrevida livre de recidiva 
e livre de metástase. 
 
Tabela 5 – Associações entre a expressão de ELAVL1 e parâmetros clinicopatológicos nos tumores de mama 
do TCGA 
 Expressão de ELAVL1 
Característica Alta (%) Baixa (%) p-value 
Estadiamento histológico 553 (51,3) 525 (48,7) 0,0898 
I 81 (7,5) 101 (9,4)  
II 341 (31,6) 286 (26,5)  
III 121 (11,2) 128 (11,9)  
IV 10 (0,9) 10 (0,9)  
Estadiamento T 562 (51,2) 536 (48,8) 0,0005 
T1 116 (10,6) 164 (14,9)  
T2 359 (32,7) 280 (25,5)  
T3 68 (6,2) 71 (6,5)  
T4 19 (1,7) 21 (1,9)  
Estadiamento N 556 (51,4) 525 (48,6) 0,3065 
N0 268 (24,8) 253 (23,4)  
N1 189 (17,5) 175 (16,2)  
N2 67 (6,2) 53 (4,9)  
N3 32 (3) 44 (4,1)  
Estadiamento M 491 (52,5) 445 (47,5) 1 
M0 479 (51,2) 435 (46,5)  
M1 12 (1,3) 10 (1,1)  
Sexo 565 (51,3) 536 (48,7) 0,1738 
Feminino 556 (50,5) 533 (48,4)  
Masculino 9 (0,8) 3 (0,3)   
NOTA: Valores de p, derivados de χ², significativos estão em negrito. Para características com subníveis (por 
exemplo, T1a, T1b e T1c, os valores foram colapsados). 
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Para a compreensão da distribuição da expressão de ELAVL1 dentro dos subtipos 
moleculares clinicamente avaliados, confrontamos a abundância do gene com uma classificação 
que utiliza um painel gênico capaz de predizer tipos moleculares de câncer de mama associados 
com o prognóstico metastático (Prediction Analysis of Microarray 50, PAM50)251 (Figura 
16A). Dentro das categorias, os subtipos Luminal B, HER-amplificado e Basal-like apresentam 
os piores prognósticos251, sendo a expressão de ELAVL1 aumentada significativamente no 
último subgrupo. Também são elevados em pacientes com reduzidos níveis do receptor de 
progesterona (Figura 16B), estrógeno (Figura 16C) e negativos para ambos simultaneamente 
com a ausência de amplificação de ERBB2 (Figura 16D), tumores estes designados triplo-
negativos e de conhecido pior prognóstico para os pacientes acometidos252. 
 
 
Figura 16 – Observância da expressão de ELAVL1 em pacientes com câncer de mama segundo a 
classificação molecular clinicamente utilizada 
Gráficos RDI da separação dos pacientes de câncer de mama do TCGA segundo Koboldt et al253 para o painel 
gênico PAM50 (A), presença do receptor de progesterona (B), de estrógeno (C), ou na ausência de ambos e não 
amplificação de ERBB2, tumores designados triplo-negativos (TNBC). Para os gráficos RDI, barras centrais 
indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas 
periféricas representam a densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estão individualmente representados 
sobre os dados como círculos. Os p-values indicados foram gerados após uma análise de variância seguida de um 
teste de Tukey para as médias. 
 
Avaliou-se, por fim, se a abundância de mRNA implicava em alteração nos níveis 
proteicos de HuR utilizando a fração de amostras de tumores de mama com dados de mRNA e 
massas disponíveis (Figura 17). Os resultados mostraram um coeficiente de correlação de 
Pearson positivo de 0,4258 entre os níveis normalizados do mRNA de ELAVL1 e a abundância 
dos peptídeos de HuR detectados, implicando que os níveis de mRNA medidos refletem a 
abundância proteica. 
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Figura 17 – Correlação entre a abundância do 
mRNA de ELAVL1 e seu produto HuR em 
tumores de mama 
Gráfico de dispersão indicando entre a 
abundância de peptídeos não-únicos de HuR nas 
amostras disponíveis no TCGA e seus 
respectivos níveis de mRNA. Cores dos pontos 
simbolizam a classificação dos pacientes de 
acordo com o nível de mRNA. 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.2 Expressão de GLS e suas isoformas em tecidos tumorais 
 
Os níveis totais de expressão de GLS e do mRNA de suas isoformas, KGA e GAC, 
foi avaliado na mesma coorte de pacientes, para a avaliação da alteração entre o tecido normal 
e tumoral e correlação com a expressão de ELAVL1. Inicialmente, utilizando o nível de 
expressão total do gene, uma nova análise exploratória topográfica permitiu avaliar o padrão de 
expressão do gene GLS em diversos tecidos (Figura 18).  
O rim, órgão que inclusive nomeia uma das isoformas (KGA – kidney-type 
glutaminase), aparece como um dos órgãos de expressão mais abundante de GLS, seja na 
situação patológica (Figura 18A) ou normal (Figura 18B). No lado oposto, observamos órgãos 
relacionados ao sistema genito-urinário e o fígado – órgão que nomeia isoforma do gene 
parálogo GLS2 (LGA - liver-type glutaminase). A amplitude de variação da mediana de 
expressão de GLS em tumores primários vai de 16,5 a 19,5, cerca de 3 unidades de log2 ou 8 
vezes em escala linear (Figura 18C). 
Tal qual ELAVL1, a expressão de GLS também está acima da mediana de expressão 
do genoma e apresenta uma variação inter-tumoral ainda superior. Intra-tumoralmente também 
existe uma variação de grande magnitude. Mama (BRCA), por exemplo, que tem um valor 
intermediário de expressão, contempla uma variação de até 128 vezes (em escala linear) entre 
seus pacientes limítrofes. Para as amostras normais, a variação das medianas ultrapassa 4 
unidades de log2, implicando em uma variação de até 16 vezes entre a menor (fígado, LIHC) e 
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a maior (rim, KIRP+KIRC+KICH) expressão do gene, compatível com a utilização dos genes 
de forma tecido-específica. 
 
Figura 18 – Níveis de expressão do mRNA de GLS em tecidos normais e tumorais humanos 
(A) Representação topográfica dos níveis de expressão de GLS em tumores primários. (B) Representação 
topográfica dos níveis de expressão de glutaminase (GLS) em tecidos normais adjacentes a tumores primários, 
sendo mostrado somente aqueles para os quais dados eram disponíveis. Os valores representados nas escalas de 
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cor representam a mediana dos níveis de abundância de mRNA mensurados em FPKM normalizado pelo quartil 
superior em escala logarítmica e estão dimensionados de forma independente entre os gráficos. (C) Gráfico RDI 
dos níveis de expressão de GLS em tumores primários, ordenados crescentemente de acordo com a mediana. (D) 
Gráfico RDI dos níveis de expressão de GLS em tecidos normais adjacentes a tumores primários, obedecendo a 
ordenação de A. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro 
quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estão 
individualmente representados sobre os dados como círculos. A numeração dos órgãos está presente no Quadro 7. 
 
Comparando a razão da expressão entre tecidos tumorais e normais adjacentes, em 
16 dos 24 tumores para os quais a comparação é possível, verifica-se uma redução na expressão 
global do gene em tumores (Figura 19). Por exemplo, os três tipos de tumores renais (KIRP, 
KIRC e KICH) apresentam intensa redução na expressão do mRNA total do gene quando 
comprado com tecido normal, tendo sido observado os valores 0,71, 0,47 e 0,4, respectivamente 
(Tabela 6). A expressão global de GLS aumentou somente em tumores de ducto bilear, esôfago, 
fígado, cabeça-e-pescoço e estômago (tireóideo, cólon e reto de forma não significativa), 
quando comparado aos tecidos normais. 
 
 
 
 
Figura 19 – Razão entre os níveis de 
expressão de mRNA de GLS entre tecido 
tumoral e tecido normal adjacente 
Representação topográfica da razão entre a 
mediana de expressão de ELAVL1 em tecido 
tumoral sobre o tecido normal adjacente 
denotada pela fração dos valores de FPKM 
normalizados pelo quartil superior em escala 
linear. A numeração dos órgãos está presente 
no Quadro 7. 
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Tabela 6 – Lista com os valores absolutos das razões das medianas de GLS entre tecido tumoral e normal 
representadas na Figura 19 com o órgão afetado e o respectivo código empregado pelo TCGA 
Tecido 
Código 
TCGA 
Tipo Razão p-value FDR ks 
Ducto bilear CHOL Colangiocarcinoma 3,99 < 0,0001 *† < 0,0001 <0,0001 *† 
Esôfago ESCA Câncer de esôfago 2,06 0,0007 *† 0,0015 0,0004 *† 
Fígado LIHC Carcinoma hepatocelular 1,87 < 0,0001 † < 0,0001 <0,0001 † 
Cabeça e 
pescoço 
HNSC 
Carcinoma de células escamosas de 
cabeça e pescoço 
1,60 < 0,0001 † < 0,0001 <0,0001 † 
Estômago STAD Adenocarcinoma de estômago 1,44 0,0002 † 0,0005 0,0056 † 
Tireóide THCA Carcinoma papilar de tireóide 1,33 0,0243  0,0486 0,0001  
Intestino 
grosso 
COAD Adenocarcinoma de cólon 1,32 0,1169  0,1754 0,0001  
Intestino 
delgado 
READ Adenocarcinoma de reto 1,27 0,5365 * 0,5853 0,0493 * 
Prostata PRAD Adenocarcinoma de próstata 0,94 0,0723  0,1239 0,1663  
Timo THYM Timoma 0,81 0,3231 * 0,4081 0,1366 * 
Pulmão LUAD Adenocarcinoma de pulmão 0,78 0,2850  0,3800 <0,0001  
Bexiga BLCA Cancer de bexiga 0,76 0,2734  0,3800 0,3060  
Pâncreas PAAD Adenocarcinoma pancreático ductal 0,74 0,3515 * 0,4218 0,0365 * 
Mama BRCA Câncer de mama 0,73 < 0,0001 † < 0,0001 <0,0001 † 
Rim KIRP Carcinoma papilar renal 0,71 0,1117  0,1754 0,0219  
Pele SKCM Melanoma cutâneo 0,66 0,6916 * 0,7217 1,0000 * 
Cérvice 
uterino 
CESC Câncer cervical 0,62 0,4865 * 0,5560 0,1369 * 
Útero UCEC Câncer de endométrio 0,51 < 0,0001 † < 0,0001 <0,0001 † 
Pulmão LUSC 
Carcinoma de células escamosas de 
pulmão 
0,51 < 0,0001 † < 0,0001 <0,0001 † 
Rim KIRC Carcinoma renal de células claras 0,47 0,8738 † 0,8738 <0,0001 † 
Adrenal PCPG Feocromocitoma & Paraganglioma 0,41 0,0002 * 0,0005 <0,0001 * 
Rim KICH Carcinoma renal cromófobo 0,40 < 0,0001 † < 0,0001 <0,0001 † 
Tecidos 
macios 
SARC Sarcoma 0,19 0,0301 * 0,0556 0,5095 * 
Cérebro GBM Glioblastoma multiforme 0,13 < 0,0001 *† < 0,0001 <0,0001 *† 
NOTA: Indicações de * (asterisco) denotam tumores com pequeno tamanho amostral (≤10) para o tecido normal 
adjacente e de † (cruz) p-value significativo (<0,01). Correção dos valores de p em FDR (false discovery ratio) 
pelo método de Benjamini-Hochberg142. Ks: p-value para o teste de ranqueamento Kolmogorov-Smirnov. 
 
Uma vez que já foi mostrada a diferença na expressão e atividade entre as isoformas 
de GLS26,27, decidiu-se avaliar a expressão das mesmas individualmente. Enquanto que para a 
abundância global dos genes utilizou-se a anotação do GENCODE157,158,254, para analisarmos 
as isoformas foi necessário realizar a conversão das posições genômicas e compreender a 
anotação utilizada pelo Genome Browser UCSC255 (utilizada pelo TCGA para prover dados de 
expressão com resolução de isoformas, exons e junções exon-exon;) e a anotação RefSeq256. 
Uma vez que a anotação RefSeq possui somente as isoformas KGA e GAC, amplamente 
validadas experimentalmente e estudadas, enquanto que o UCSC apresenta sete, nós preterimos 
a segunda em relação a primeira. Essa abundância de isoformas sem validação experimental 
leva a modificação de exons com a inclusão de introns retidos e novos exons não validados. 
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Pode-se observar na Tabela 7 a consequência de algumas destas diferenças: por exemplo, o 
exon 2 e 3 de RefSeq estão fusionados em um único exon com retenção de intron na anotação 
UCSC; em outro exemplo, vê-se que os exons 17 e 18 e os exons 8 e 12 de RefSeq estão 
apresentados com sítios doadores de splicing distintos em UCSC.  
 
Tabela 7 – Conversão entre as marcações exônicas do gene GLS entre as anotações RefSeq e UCSC 
RefSeq versão 85 UCSC Genes 
Exon Início Fim pb Exon Início Fim pb Observação 
1 191745547 191746196 649 1 191745547 191746196 649   
2 191759878 191759974 96 
2 191759878 191761227 1349 UCSC une os exons 
3 191760330 191760451 121 
4 191765290 191765419 129 3 191765290 191765419 129   
5 191766673 191766752 79 4 191766673 191766752 79   
6 191769730 191769893 163 5 191769730 191769893 163   
7 191774989 191775047 58 6 191774989 191775047 58   
8 191785750 191785782 32 7 191783989 191785782 1793 UCSC é maior 
9 191785871 191785929 58 8 191785871 191785929 58   
10 191788643 191788709 66 9 191788643 191788709 66   
11 191789269 191789319 50 10 191789269 191789319 50   
12 191792032 191792208 176 11 191791996 191792208 212 UCSC é maior 
Sem equivalência 12 191792416 191792456 40   
13 191795163 191795294 131 13 191795163 191795294 131   
14 191796271 191796363 92 14 191796271 191796363 92   
15 191797442 191799817 2375 15 191797442 191799817 2375 Exon exclusivo GAC 
16 191818291 191818352 61 16 191818291 191818352 61 Exon exclusivo KGA 
17 191819310 191819386 76 
17 191819310 191819544 234 UCSC une os exons 
18 191819481 191819544 63 
19 191827556 191829776 2220 18 191827556 191829776 2220 Exon exclusivo KGA 
Nota: Posições referem-se à montagem GRCh37/hg19 do genoma humano. 
 
Como inicialmente descrito (Figura 3), as duas isoformas de GLS variam 
exclusivamente em seus C-terminais, com a KGA mais longa e incluindo domínios anquirina e 
de regulação KEN-Box e a GAC mais curta e sem os respectivos domínios. Observando a 
estrutura genômica que gera esta alteração, temos 14 primeiros exons comuns às duas 
isoformas, o exon 15 exclusivo à GAC (que contém um códon de parada, porção 3’UTR única 
e gera a terminação do mRNA através da adição de uma cauda poli-A ao mesmo), e os exons 
16, 17, 18 e 19 exclusivos à KGA (sendo o último também com seu códon de parada, porção 
3’UTR e terminação de mRNA exclusivos), como representado no esquema da Figura 20A. 
Considerando as peculiaridades e possíveis inadequações da anotação do UCSC, observamos a 
variação dos níveis de abundância individuais dos exons de glutaminase em amostras de 
tumores de mama (Figura 20B). 
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Figura 20 – Deconvolução do nível de expressão do mRNA das isoformas KGA e GAC em tecidos normais 
e tumorais humanos 
(A) Representação esquemática dos exons do gene GLS, com indicação das principais regiões. Os exons comuns 
a ambas isoformas estão indicados em azul, exclusivo a GAC em verde e exclusivos a KGA em laranja. Os introns 
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encontram-se fora de escala. Com exceção às regiões terminais não traduzidas (UTRs), as demais indicações 
referem-se a domínios proteicos. (B) Gráfico RDI dos níveis de expressão de cada exon individual de GLS em 
amostras derivadas de tecido tumoral de mama. A nomenclatura dos exons refere-se à tradução para a anotação 
RefSeq (Consultar Tabela 7). Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam 
primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados; todos 
os pacientes estão individualmente representados sobre os dados como círculos. Asteriscos (*) indicam exons que 
não são fusões, mas diferem entre as anotações. (C) Representação topográfica da razão da expressão do exon 15 
de GLS (exclusivo à GAC) em tumores primários sobre tecido normal adjacente. (D) Representação topográfica 
da razão da expressão do exon 19 de GLS (exclusivo à KGA) em tumores primários sobre tecido normal adjacente. 
Os valores representados nas escalas de cor representam a razão linear das mediana dos níveis de abundância de 
mRNA mensurados em RPKM normalizados pelo quartil superior e estão dimensionados de forma independente 
entre os gráficos. A numeração dos órgãos está presente no Quadro 7. 
 
A menor abundância observada para o exon 1 pode ser justificada como uma 
inadequação da identificação do início de transcrição exato para o gene, o que aumenta o 
tamanho teórico do fragmento – impactando na normalização da unidade utilizada (RPKM, 
Reads Per Kilobase Million, leituras por mil pares de base de transcrito por milhão de leituras 
sequenciadas). Ainda, na região comum à ambas isoformas, observamos reduções também nos 
exons com incompatibilidades entre as anotações do RefSeq e UCSC: o exon 2+3, 8, 12 e o 
sem equivalente (indicado como "?" na figura). Para os exons isoforma-específicos, GAC detém 
o 15 sem nenhuma incongruência evidente (seus níveis são inferiores aos dos exons comuns, o 
que é esperado dada a divisão entre mRNAs produzidos por splicing alternativo). Já KGA 
detém o exon 16 com nível de expressão próximo ao do exon exclusivo de GAC, o exon 17+18 
reduzido e o exon 19 reduzido frente à GAC e ao restante dos exons comuns. Dado que o exon 
16 apresenta um tamanho diminuto e, consequentemente, implica em maior alteração numérica 
gerada pela normalização por tamanho do mesmo, decidiu-se utilizar os exons 15 e 19 como 
“leitores” dos níveis de GAC e KGA, respectivamente. Tais exons são terminais e portadores 
das 3’UTR, são de tamanho razoavelmente similar entre as duas isoformas e tem anotação 
compatível entre RefSeq e UCSC. 
Com a capacidade de discernir adequadamente as duas isoformas de glutaminase 
nos dados disponíveis no TCGA, avaliou-se a razão de expressão entre os tecidos tumorais e 
normais para GAC (Figura 20C) e KGA (Figura 20D), utilizando a abundância dos exons 
isoforma-específicos. Observamos frequente aumento de expressão GAC nos tecidos tumorais 
(Figura 20C), diferente de GLS (Figura 19) e KGA (Figura 20D).  
Para confirmar a observação de que GAC estaria mais expressa em diversos tipos 
tumorais, avaliamos a razão entre tumor e tecido normal das razões entre os exons 19 e 15. 
Nesta operação, tanto numerador quando denominador se deslocam para valores maiores 
quando na maior abundância de KGA e valores menores quando da maior abundância de GAC. 
Assim, o resultado final representa se a proporção entre KGA e GAC se manteve estável 
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(próxima a 1), mudou a proporção na direção de KGA (valores superiores a 1) ou caminhou na 
direção de aumentar a expressão de GAC (valores inferiores a 1), como demonstrado gráfica 
(Figura 21A) e numericamente (Figura 21B).  
Fica evidente agora que grande parte dos tumores ocorre um movimento de 
modificação na escolha das isoformas, em direção a preferir GAC preterindo KGA. Apenas 
fígado, ducto bilear, rim e timo movem sua escolha para enriquecimento em KGA (sendo de 
forma significativa apenas para o primeiro). Por exemplo, para o caso de fígado (Figura 21C), 
o tecido normal apresenta uma razão inferior a 1, indicando uma escolha por GAC, que se move 
para um valor próximo a 1, indicando um equilíbrio entre as isoformas, o que implica numa 
mudança de priorização das isoformas, sendo esta escolha deslocada para KGA no contexto 
tumoral em relação ao normal. Cabe ressaltar que este é o único tipo tumoral em que, 
significativamente (p-value 0,0002) ocorre essa priorização. Para intestino (Figura 21D), temos 
o tecido normal com maior abundância da isoforma KGA (valores superiores a 1), sendo que o 
tecido tumoral reduz a proporção (para valores inferiores a 1), com uma grande predileção por 
GAC. Por fim, em mama (Figura 21E), os valores se mantém muito próximos, tanto o tecido 
normal quanto o tecido tumoral apresentam uma preferência por GAC – a qual aumenta muito 
brevemente no contexto tumoral, de forma não significativa. 
 
Figura 21 – Expressão preferencial das isoformas de glutaminase em distintos tipos tumorais 
(A) Representação topográfica da razão das razões de expressão do exon 19 de GLS (exclusivo à KGA) em tumores 
primários sobre tecido normal adjacente sobre o exon 15 de GLS (exclusivo à GAC) em tumores primários sobre 
tecido normal adjacente, indicando o movimento da expressão preferencial entre as isoformas. (B) Gráfico RDI 
representativo para tumores de fígado, indicando uma preferência por GAC nos tecidos normais (razão menor que 
1), movendo-se para uma proporção de igualdade entre as isoformas (próxima a 1), representando um movimento 
pró-KGA na patologia. (C) Gráfico RDI representativo para tumores de cólon intestinal, indicando uma preferência 
por KGA nos tecidos normais (razão maior que 1), movendo-se para uma proporção de seleção de GAC (inferior 
a 1), representando um movimento pró-GAC na patologia. (D) Gráfico RDI representativo para tumores de mama, 
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indicando uma breve preferência por GAC similar tanto no tecido normal quanto na patologia, sem uma alteração 
da escolha. As ordenadas foram produzidas em escala logarítmica e os valores transcritos em seus correspondentes 
na escala linear para facilitar a compreensão numérica do eixo. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior 
e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade 
suavizada dos dados; todos os pacientes estão individualmente representados sobre os dados como círculos. P-
values originados de testes-t não-pareados. A numeração dos órgãos está presente no Quadro 7. 
 
Tabela 8 – Lista com os valores absolutos das razões das medianas das isoformas KGA/GAC entre tecido 
tumoral e normal representadas na Figura 21 com o órgão afetado e o respectivo código empregado pelo 
TCGA 
Tecido 
Código 
TCGA 
Tipo Razão p-value FDR 
Fígado LIHC Carcinoma hepatocelular 1,51 0,0002 † 0,0005 
Ducto bilear CHOL Colangiocarcinoma 1,32 0,2983 * 0,4475 
Rim KICH Carcinoma renal cromófobo 1,14 0,7223  0,8641 
Timo THYM Timoma 1,04 0,7561 * 0,8641 
Mama BRCA Câncer de mama 0,99 0,2748  0,4397 
Tireóide THCA Carcinoma papilar de tireóide 0,99 0,5118  0,6465 
Prostata PRAD Adenocarcinoma de próstata 0,96 0,0229  0,0423 
Pele SKCM Melanoma cutâneo 0,95 0,9971 * 1,0000 
Adrenal PCPG Feocromocitoma & Paraganglioma 0,90 1,0000 * 1,0000 
Bexiga BLCA Cancer de bexiga 0,89 0,1233  0,2114 
Pâncreas PAAD Adenocarcinoma pancreático ductal 0,83 0,8651 * 0,9437 
Útero UCEC Câncer de endométrio 0,71 0,4592  0,6123 
Cérvice uterino CESC Câncer cervical 0,68 0,3218 * 0,4543 
Esôfago ESCA Câncer de esôfago 0,65 0,0108 * 0,0236 
Estômago STAD Adenocarcinoma de estômago 0,65 <0,0001 † <0,0001 
Cabeça e 
pescoço 
HNSC 
Carcinoma de células escamosas de cabeça e 
pescoço 
0,59 <0,0001 † <0,0001 
Intestino 
delgado 
READ Adenocarcinoma de reto 0,57 0,0154 * 0,0308 
Pulmão LUAD Adenocarcinoma de pulmão 0,52 <0,0001 † <0,0001 
Rim KIRC Carcinoma renal de células claras 0,48 <0,0001 † <0,0001 
Rim KIRP Carcinoma papilar renal 0,46 <0,0001 † <0,0001 
Pulmão LUSC Carcinoma de células escamosas de pulmão 0,37 <0,0001 † <0,0001 
Intestino grosso COAD Adenocarcinoma de cólon 0,32 <0,0001 † <0,0001 
Tecidos macios SARC Sarcoma 0,07 0,0004 *† 0,0010 
Cérebro GBM Glioblastoma multiforme 0,02 <0,0001 *† <0,0001 
NOTA: Indicações de * (asterisco) denotam tumores com pequeno tamanho amostral (≤10) para o tecido normal 
adjacente e de † (cruz) p-value significativo (<0,01). Correção dos valores de p em FDR (false discovery ratio) 
pelo método de Benjamini-Hochberg142. Valores superiores a 1 indicam priorização da escolha de KGA e inferiores 
a 1, GAC. 
 
Focando no contexto de câncer de mama, origem na qual a expressão de ELAVL1 
apresentou a maior significância de relação com prognóstico negativo para o paciente (Figura 
15), decidimos avaliar a correlação da sua expressão com as isoformas KGA e GAC (Figura 
22).  
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Figura 22 – Correlação entre os níveis dos exons exclusivos de KGA e GAC e os níveis de ELAVL1 em 
tumores de mama 
Gráfico de dispersão entre os níveis do mRNA de ELAVL1 e do exon 15 exclusivo de GAC (A) ou do exon 19 
exclusivo de KGA (B) em tecido tumoral de mama. Correlação de Pearson indicada no canto superior esquerdo 
dos gráficos. Gráficos RDI com a separação dos pacientes por nível de expressão de ELAVL1 na separação 
escolhida pelo método da minimização do p-value de recidiva frente GLS (C), razão da abundância do exon 
19/exon 15 de GLS (D), abundância do exon 19 (E) e abundância do exon 15 (F). Os p-values indicados foram 
gerados após uma análise de variância seguida de um teste de Tukey para as médias. As ordenadas foram 
produzidas em escala logarítmica e os valores transcritos em seus correspondentes na escala linear para facilitar a 
compreensão numérica do eixo quando na representação de razões. Barras centrais indicam a mediana; limites 
inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a 
densidade suavizada dos dados; todos os pacientes estão individualmente representados sobre os dados como 
círculos. 
 
Ao compararmos a expressão do exon 15 (GAC) com os níveis de ELAVL1, 
encontramos uma correlação positiva (pearson = 0,3170), superior a observada com o exon de 
KGA (Figura 22B, Pearson = 0,2027). Em ambos os casos as correlações não foram 
numericamente elevadas, mas justificam uma tendência de co-ocorrência. Tal tendência fica 
mais evidente quando separamos os pacientes de acordo com a categorização proposta para o 
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nível de expressão de ELAVL1. Os níveis absolutos de expressão de GLS não são impactados 
com a separação (Figura 22C), nem a razão entre KGA/GAC, mas a abundância tanto de KGA 
(Figura 22E) quando de GAC (Figura 22F) são superiores. Assim concluímos que, em tumores 
de mama, a expressão de ELAVL1 correlaciona-se positivamente com níveis de mRNA de GAC 
e KGA. 
 
4.2 AVALIAÇÃO GENÔMICA DA RELAÇÃO DE HUR E SPLICING ALTERNATIVO 
 
Como colocado na introdução, HuR pode impactar em diversos eventos como na 
estabilização de mRNA pela interação com elementos regulatórios presentes no 3’UTR assim 
como no splicing alternativo de genes. Assim, utilizamos dados disponíveis em bancos de dados 
para avaliar a atuação deste regulador no splicing do genoma como um todo e especialmente 
de GLS. 
 
4.2.1 Inferência da ligação à introns relacionados com splicing alternativo utilizando dados 
disponíveis publicamente de imunoprecipitação de RNA seguida de sequenciamento 
(RIP-Seq) 
 
O experimento de RIP-Seq pode ser descrito como a imunoprecipitação total dos 
RNAs que estejam de alguma forma associados a proteína de interesse, seguido da avaliação 
por sequenciamento massivo de RNA257. Como sua especificidade recai na interação específica 
do anticorpo com a proteína de interesse, usualmente utiliza-se como controle a 
imunoprecipitação paralela de um controle de isotipo, por exemplo. A metodologia de análise 
dos dados usualmente passa pelo tratamento dos mesmos como experimentos convencionais de 
expressão diferencial (observando quantos fragmentos alinham em determinada região e 
comparando a imunoprecipitação com o seu controle) ou como experimentos de ChIP-Seq 
(comparando a presença de “picos” de fragmentos alinhando em determinadas regiões, 
independente do contexto regulatório genômico)258. Entretanto, dado que 15-35% dos 
fragmentos obtidos em um experimento de RNA-Seq (com depleção apenas de rRNA) alinham 
em regiões intrônicas e não codificantes259 (presentes no pre-mRNA e de tamanho muito 
superior às regiões codificantes), a maioria restante (65%-85%) representa uma região menor 
que 1% do genoma, composta por exons e regiões codificantes. Assim sendo, existe uma 
exposição diferenciada das regiões intrônicas à técnica. Como diversos algoritmos de contagem 
e avaliação levam em consideração a frequência da ligação em todas as regiões do genoma de 
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forma não diferenciada para a estimativa da variância global e consequente cálculo de p-
values163,165,260,261, o sinal menos intenso em tais regiões acaba se assemelhando a ruído 
experimental de regiões exônicas, o que as levam a desconsideração na análise. Os dados de 
RIP-Seq utilizados foram produzidos na iniciativa ENCODE147 de compreensão dos elementos 
regulatórios do genoma, incluindo proteínas da ligação à mRNA, sendo disponíveis como 
tracks para avaliação de ligação de proteínas regulatórias em regiões 3’UTR de diversos genes. 
Para avaliarmos preliminarmente se HuR estaria interagindo com o pré-mRNA de 
glutaminase de alguma forma, e dado que tais regiões estariam menos abundantes, produziu-se 
uma anotação diferenciada do genoma humano para a contagem dos fragmentos alinhados 
apenas em introns possivelmente relacionados com splicing alternativo (imediatamente a 
jusante ou a montante de exons que sofrem splicing alternativo)262. Recentemente, inclusive, 
um estudo utilizou o mesmo conjunto de dados com abordagem similar – de avaliação apenas 
intrônica – para mensurar o impacto de HuR em splicing alternativo263. Utilizando-se a versão 
25 da anotação do projeto GENCODE157,158 sobre a versão 38 do Human Genome Reference 
Consortium (GRCh38)264, separou-se os genes e transcritos que compusessem a Consensus 
Coding Sequence Database (CCDS)265 (Figura 23A). 
 
 
Figura 23 – Busca de introns justapostos a exons envolvidos em splicing alternativo diferencialmente 
abundantes em experimento de imunoprecipitação de RNA seguida de sequenciamento (RIP-Seq) 
(A) Esquema da estratégia utilizada para a definição da anotação a ser utilizada para a contagem de fragmentos 
imunoprecipitados. (B) Correlação entre os valores de fold change entre a imunoprecipitação de HuR e o controle 
inespecífico em dois tipos celulares distintos. Volcano plots indicando os introns mais abundantes no controle (IP: 
Controle, em azul) e os introns mais abundantes na imunoprecipitação de HuR (IP:HuR, em vermelho) para as 
células GM12878 (C) e K562 (D). Linhas verticais indicam o enriquecimento de três vezes e linha horizontal o 
limite de significância do false discovery ratio de 0,05. (E) Diagrama de Venn da intersecção dos introns 
imunoprecipitados em ambas condições de acordo dos critérios de significância estabelecidos.  
 
97 
 
Lançando mão de tal anotação foi possível, então, avaliar o alinhamento contando 
fragmentos observados na precipitação de HuR ou de T7Tag, o controle experimental, para as 
duas réplicas disponíveis de experimentos realizados em 2 linhagens celulares, a GM12878 
(linfoblastos não malignos) e K562 (linhagem de leucemia mielóide crônica). Comparando as 
quantidades normalizadas de fragmentos alinhados em um mesmo intron na amostra IP:HuR e 
em IP:Controle entre as duas linhagens celulares, observamos a existência de uma correlação 
positiva, mostrando que HuR tende a se ligar aos mesmo introns nas duas linhagens (Figura 
23B). GM12878 (Figura 23C), ao contrário de K562 (Figura 23D), apresentou quantidade 
menor de ruído, exemplificada pela menor fração de introns com significativa ligação na 
IP:Controle e maiores FDRs de maneira geral. Quando comparados qualitativamente, os introns 
selecionados em K562 estão em grande parte (76%) contidos na lista de introns selecionados 
em GM12878 (Figura 23E). 
Com a identificação de uma abundante quantidade de regiões intrônicas em que 
HuR interage, levantou-se a hipótese de uma ligação ubíqua no genoma, sem necessariamente 
uma seleção específica de alvos – ocasionada por problemas com as condições experimentais 
da imunoprecipitação. A visualização Circos (Figura 24A) permite observar se há correlação 
entre regiões com elevada densidade de introns e a ligação de HuR, se a distribuição é 
homogênea entre todas as regiões cromossômicas e a concordância entre os tipos celulares. 
Observa-se a presença de várias regiões de alta densidade de introns possivelmente regulados, 
mas com baixa ligação de HuR, assim como o exato oposto (Figura 24B). Tal cenário indica 
que HuR não está ligando ubiquamente aos RNAs produtos do genoma e, sim, em transcritos 
produzidos em determinadas regiões. Também, podemos confirmar os dados de correlação 
entre as duas linhagens celulares (Figura 23B) de forma espacialmente localizada e observar a 
heterogeneidade de regiões com splicing alternativo ao longo do genoma, denotado na pista do 
mapa de calor. Em conjunto, tais dados sugerem que a ligação de HuR em introns 
potencialmente relacionados com a regulação do splicing alternativo tem relação com uma 
reprogramação celular para um objetivo em específico, e não se dá ao acaso 89,96,97. 
GM12878 foi selecionada para as análises posteriores por apresentar 2481 introns 
imunoprecipitados de forma significativa (Figura 23E), sinal reduzido em IP:Controle, FDRs 
superiores (Figura 23C) e padrão de regulação genômico correlacionado numérica (Figura 23B) 
e espacialmente (Figura 24A) com K562. 
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Figura 24 – Densidade de 
introns justapostos a exons 
envolvidos em splicing 
alternativo e com ligação de 
HuR 
(A) Gráfico Circos166 indicando 
na pista externa os cromossomos 
humanos. Na pista 2 
imediatamente interna, verifica-
se histograma em azul com o 
somatório de contagens por 
milhão (CPM) de IP:HuR 
subtraídas de IP:Controle, sobre 
regiões seccionadas de 7 Mpb, 
para a célula GM12878. Na pista 
3 verifica-se heatmap da 
densidade de introns passíveis de 
envolvimento com splicing 
alternativo (em tons de 
vermelho). Na pista 4 
subsequente, verifica-se 
histograma em verde similar ao 
primeiro, para a célula K562. (B) 
Demonstrativo da região do 
cromossomo 2 indicando uma 
posição com baixa ligação de 
HuR mesmo na presença de elevada 
quantidade de introns reguláveis e outra, 
justaposta, indicando o evento oposto. 
 
Buscando compreender o conjunto de eventos biológicos regulados pelos genes 
cujo splicing pode ser influenciado por HuR, realizou-se uma análise de enriquecimento de vias 
com os 1459 genes que apresentaram a ligação de HuR a ao menos um intron envolvido com 
splicing alternativo (Figura 25). As vias enriquecidas, de maneira geral, apontam para eventos 
relacionados com a regulação da expressão gênica geral através da modulação do metabolismo 
de RNA e DNA e remodelação de cromatina. Assim, HuR estaria regulando processos nos quais 
ela própria participa, orquestrando a regulação da expressão gênica no nível pós-transcricional 
de forma direta e através da modificação e modulação de efetores diversos. Curiosamente, 
outros processos metabólicos gerais e especializados encontram-se nas listas, ressaltando uma 
possível relação de HuR com metabolismo de nutrientes. 
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Figura 25 – Análise das 
vias de Gene Ontology 
enriquecidas com a lista 
de genes em que HuR 
liga em ao menos um 
intron relacionado com 
splicing alternativo de 
acordo com os 
resultados de RIP-Seq 
(A) Quinze primeiros 
processos biológicos de 
acordo com ordem 
crescente de FDR. (B) 
Funções moleculares 
enriquecidas. Estão 
destacadas vias 
relacionadas a ácidos 
nucleicos. Linhas 
tracejadas verticais 
indicam um FDR de 0,05, 
cada retângulo representa 
a redução de uma ordem 
de grandeza na 
probabilidade do 
enriquecimento ser ao 
acaso. 
 
4.2.2 Inferência de exons diferencialmente abundantes quando do silenciamento de HuR 
utilizando dados previamente disponíveis de sequenciamento de RNA e o contexto 
evolutivo dos hipotéticos elementos regulatórios 
 
Para transformar a informação de ligação a um intron em modulação da expressão 
diferencial do gene de forma experimental, buscou-se na literatura um conjunto de dados de 
silenciamento de HuR seguido de RNA-Seq. Lebedeva et al96 realizaram transcriptômica e 
proteômica de células silenciando ELAVL1 e buscaram novos alvos regulados, além de 
confirmar a interação com experimentos de PAR-CLIP-Seq. Mesmo sendo o foco deste 
trabalho o  mapeamento da ligação de HuR em regiões regulatórias 5’ e 3’UTR, os autores 
também observaram alterações na ligação à regiões intrônicas e o efeito de HuR no splicing 
alternativo. Entretanto, a abordagem desenvolvida para a busca de exons diferencialmente 
expressos envolvia a comparação de três exons consecutivos de um mesmo gene, realizando-se 
a média de fragmentos alinhados no terceiro e no primeiro e comparando com a do central. 
Caso o mesmo variasse mais do que 50% em relação à média seria colocado como 
diferencialmente expresso, parâmetro que pode ser demasiado estringente e sofrer redução de 
performance em situações como a do gene GLS, em que os quatro últimos exons em sequência 
são diferencialmente expressos em relação aos demais iniciais. 
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Diversas abordagens para a definição de transcritos estão disponíveis na literatura, 
como a Tuxedo Suite168, RSEM170/EBSeq260 e ISODE164, as quais consideram a unidade 
mínima como isoformas, ou MISO266 e HTSeq162/DEXSeq163, que consideram a unidade 
mínima como o exon. Quando na ausência de réplicas (técnicas ou biológicas, caso do conjunto 
de dados de Lebedeva et al96), apenas ISODE se propõe a estabelecer valores de confiança, 
utilizando uma reamostragem por bootstrap sobre o arquivo de alinhamento. Cabe mencionar 
que as estratégias aplicadas por transcrito tem redução de performance tanto na ausência quanto 
no excesso de anotação de isoformas, o que faz os mecanismos baseados em exon 
demonstrarem uma performance melhor167, especialmente o conjunto HTSeq162/DEXSeq163.  
Assim, com o intuito de reprocessar os dados disponíveis com a unidade mínima 
sendo o exon, a metodologia de ISODE164 foi modificada. Ao invés da reamostragem direta 
sobre o alinhamento baseada em bootstrap com reposição, aplicou-se inicialmente uma 
subamostragem (onde a reamostragem se dá sem reposição de fragmentos e gerando um 
subconjunto menor do original, dada a massiva quantidade de fragmentos sequenciados, 
superior a 54 milhões de fragmentos alinhados por condição, análogo a um jackknifen - x). 
Comparando-se as diferentes porcentagens de subamostragem, percebe-se que, mesmo em 
frações pequenas, o erro relativo em relação ao conjunto completo é baixo e pouco se altera 
com o aumento da fração de reamostragem (Figura 26A). Já quanto a curva de adição de novos 
exons observados (exons com ao menos 5 fragmentos observados na quadruplicada da 
subamostragem), não há um platô evidente, indicando que quanto mais fragmentos forem 
sequenciados, maior será o número de exons detectados – incluindo cada vez mais exons de 
expressão extremamente baixa e não relevantes para análise em questão. Com base nestes 
resultados, utilizou-se uma reamostragem de 25% dos fragmentos originais. Foi possível 
observar, utilizando esta estratégia, 1104 exons diferencialmente utilizados (Figura 26B) a um 
nível de significância de 5%. 
Por fim, utilizando a lista dos genes com exons diferencialmente expressos, 
realizou-se um novo enriquecimento de vias (Figura 27), tal qual realizada para ligação de HuR 
aos introns relacionados a splicing alternativo. Coincidentemente ao primeiro resultado, vias de 
metabolismo de RNA e DNA e ligação a ambos se mostraram enriquecidas. Assim, avaliando 
os dois resultados em conjunto, corroboramos o evento de HuR regular processos nos quais ela 
própria participa, orquestrando a regulação da expressão gênica no nível pós-transcricional de 
forma direta e através da modificação e modulação de efetores diversos. 
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Figura 26 – Estratégia estatística de subamostragem e replicação aplicada para a busca de exons 
diferencialmente utilizados após o silenciamento de ELAVL1 em célula HeLa 
(A) Aumento da fração de subamostragem (quadruplicata para cada porcentagem) dos fragmentos alinhados ao 
genoma e sua consequência na redução do erro relativo em relação ao conjunto de fragmentos total (ordenada 
esquerda, verde, representada nos diagramas de caixa, com barras pretas indicando a mediana, whiskers 
estendendo-se até o percentil de 90% e limites da caixa no primeiro e terceiro quartis) e na coleta de novos exons 
(ordenada direita, em azul, representada nos pontos). (B) Quantidade de exons diferencialmente abundantes, de 
acordo com o modelo de DEXSeq163, para distintos limiares de confirmação em número de repetições de 
reamostragem. Linha vertical vermelha indica número mínimo de reamostragens necessárias para atingir 
significância de 5 % (de acordo com distribuição Bernoulli da probabilidade cumulativa do evento binário, em 51 
replicações). Linha horizontal tracejada verde indica o número de exons observados. 
 
 
Figura 27 – Análise das 
vias de Gene Ontology 
enriquecidas com a lista 
de genes em que o 
silenciamento de ELAVL1 
impacta na abundância 
diferencial de algum de 
seus exons 
(A) Quinze primeiros 
processos biológicos de 
acordo com ordem 
crescente de FDR. (B) 
Funções moleculares 
enriquecidas. Estão 
destacadas vias 
relacionadas a ácidos 
nucleicos. Linhas 
tracejadas verticais indicam 
um FDR de 0,05, cada 
retângulo representa a 
redução de uma ordem de 
grandeza na probabilidade 
do enriquecimento ser ao acaso. 
 
Com a disponibilidade das duas listas, uma contendo os genes em que HuR 
apresenta ligação em introns relacionados com o splicing alternativo e a outra de genes cujo 
splicing é alterado na depleção de HuR, foi possível extrair da intersecção das mesmas, que 
resumiria os genes candidatos a terem o splicing alternativo regulado diretamente por HuR. 
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Observaram-se 175 genes (Figura 28A, lista no Apêndice 2) candidatos, diversos deles 
envolvendo apenas substituição de regiões não-codificantes do mRNA (5’UTR e 3’UTR), 
assim como de regiões codificantes sem informação acerca da importância funcional (regiões 
sem domínios caracterizados e sem informação estrutural). Buscaram-se alguns exemplos que 
envolvessem a substituição ou remoção de domínios completos, os quais são elencados abaixo. 
O transportador ABCD3 (ATP-binding cassette sub-family D member 3, Figura 
28B) é envolvido com o transporte de moléculas através da membrana do peroxissomo com a 
utilização de ATP. Estruturalmente, é composto por um domínio transmembrana (responsável 
pelo transporte propriamente dito) e um domínio ATPase (responsável pela obtenção de energia 
para o transporte)267. Especificamente, ABCD3 está implicado na realização de β-oxidação 
como fonte de energia para a célula e seu silenciamento implica na redução dessa via energética 
268. O silenciamento de ELAVL1 implicou no aumento da isoforma truncada, sem o domínio 
ATPase, logo incapaz de realizar transporte – ao menos do tipo ativo. A troca de isoformas gera 
uma abrupta alteração funcional da proteína, podendo splicing impactar na manutenção da via 
de beta-oxidação.  
A metiltransferase de histona WHSC1 (Wolf-Hirschhorn Syndrome Candidate 1, 
Figura 28C) contém um domínio SET envolvido com o processo de metilação de histona H3 
na lisina 27269,270 (levando a repressão da atividade transcricional vizinha) ou na lisina 36 
(levando a um aumento de expressão de alvos271). Sua superexpressão em tumores de próstata 
leva a aumento da invasividade através da execução de EMT, dentro outros fatores, por ativar 
a expressão de TWIST1271. Além de próstata, WHSC1 também está superexpressa em outros 
tipos tumorais269. O silenciamento de ELAVL1 reprime exons envolvidos com a expressão de 
uma isoforma menor, truncada e sem o domínio SET, logo sem atividade metiltransferase. O 
silenciamento também diminui a expressão de outra isoforma sem uma fração entre o domínio 
HMG e PHD, cujo impacto funcional é desconhecido. Assim, a presença de HuR reduziria a 
atividade metiltransferase de WHSC1, podendo influenciar características associadas a 
agressividade tumoral através de mecanismos epigenéticos.  
A enzima trifuncional GARS-AIRS-GART (glycinamide ribonucleotide 
synthetase, aminoimidazole ribonucleotide synthetase, glycinamide ribonucleotide 
formyltransferase, Figura 28D), produto do gene GART, é responsável pela catálise de três 
passos na síntese do metabolismo de purinas a partir da Ribose-5P (Figura 28D, inferior)272,273 
e sua superexpressão é associada com pior prognóstico de gliomas274 e hepatocarcinomas275,276  
– o que é justificável pela dependência de bases nitrogenadas para a elevada proliferação 
tumoral. O silenciamento de ELAVL1 diminui a expressão do exon 12, que trunca a proteína 
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logo após a porção GARS, permitindo a expressão do polipeptídeo completo e a execução da 
síntese de purinas de forma total (Figura 28D, superior). Logo, a presença de HuR introduz a 
isoforma incompleta, apenas com a porção GARS, com potencial consequência no metabolismo 
de purinas. 
 
 
Figura 28 – Exemplos resultantes da intersecção dos resultados de ligação à introns e escolha diferencial de 
exons 
(A) Intersecção dos genes em que HuR liga-se a ao menos um intron relacionado com splicing alternativo (RIP-
Seq) e genes com a abundância diferencial de ao menos um exon relacionado a splicing alternativo (RNA-Seq). 
Seta indica a intersecção. (B-E) Exemplos da lista de genes candidatos a regulação direta por HuR através da 
utilização de gráficos de exon. Nos mesmos, o tamanho da barra representativa do exon está proporcional a redução 
do FDR médio entre todos as reamostragens. Valores do eixo y representam a abundância diferencial pela métrica 
de DEXSeq. (B, superior) Regulação de ABCD3, indicando a inserção do exon 10 após o silenciamento de 
ELAVL1, o que leva a um códon de parada prematuro. (B, inferior) Predição de região transmembrana de ABCD3 
e de domínios proteicos, indicando a consequência funcional do truncamento utilizando a ferramenta TOPCONS179 
e a predição de domínios transmembrana orientação interno-externo (TM I>E) ou externo-interno (TM E>I). (C, 
superior) Regulação de WHSC1, indicando a repressão dos exons 14, 15 e 18 e a superexpressão do exon 35. (C, 
inferior) Esquema com a região deletada e a posição do truncamento que é reprimida no silenciamento de ELAVL1. 
(D, superior) Regulação de GART, mostrando a repressão do exon 12. (D, inferior) Esquema indicando a isoformas 
truncada reprimida no silenciamento de ELAVL1 e o bloqueio das reações catalisadas pelos domínios removidos. 
(E, superior) Regulação de ARMC8 indicando a superexpressão do exon 7. (E, inferior) Esquema da isoforma 
truncada superexpressa na ausência de HuR. Para os gráficos de exon, o tamanho da barra representativa é 
proporcional a estimativa por bootstrap do FDR de o mesmo ser diferencialmente expresso. Exons com cores 
ultrapassaram o limiar de 31 repetições de bootstrap, sendo azuis quando reprimidos ou vermelhos quando 
superexpressos. 
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A proteína ARMC8 (Armadillo Repeat Containing 8, Figura 28E) faz parte de um 
complexo proteico relacionado com regulação da migração celular277 e, consequentemente, 
invasão e agressividade em tumores de mama278 e cólon278. O silenciamento de ELAVL1 
aumenta a expressão da isoforma menor através da inserção de um exon com um stop códon 
prematuro, possivelmente modulando a interação com o complexo CTLH e propriedades 
invasivas tumorais. 
Por fim, observamos as alterações relacionadas a GLS (Figura 29). Confirmamos a 
interação de HuR com o pré-mRNA de GLS nos experimentos de RIP-Seq (Tabela 9), nos dois 
introns justapostos ao exon exclusivo de GAC. Quando do silenciamento de ELAVL1, ocorreu 
o aumento do exon exclusivo de GAC (15) e redução dos exons de KGA (17,18 e 19) (Figura 
29A). O fold-change direto em escala linear é de 1,3 para o exon exclusivo de GAC (15) e 0,3 
para o último exon de KGA (19). 
Com o intuito de confirmar o sítio de interação de HuR com o pré-mRNA de 
glutaminase, foi empregada a técnica de PAR-CLIP-Seq (Photoactivatable Ribonucleoside-
Enhanced Crosslinking and Immunoprecipitation) com dados disponíveis publicamente da 
imunoprecipitação de HuR. A técnica permite a detecção de sítios específicos de interação 
proteína-RNA ao se basear na suplementação do meio de cultivo celular com análogos de 
nucleotídeos fotoreativos. A irradiação de células com UV permite o crosslink da proteína ao 
RNA contendo o resíduo modificado na região do contato. Após a imunoprecipitação da 
proteína, isola-se o RNA crossligado, realiza-se a síntese de cDNA e o sequenciamento do 
mesmo. Regiões de contato que incorporaram o nucleotídeo fotoreativo podem ser detectados 
pela inserção de uma mutação na posição257,279. 
Três conjuntos de dados foram obtidos da literatura. Lebedeva et al96, previamente 
mencionado, realizou o PAR-CLIP-Seq com dois diferentes nucleotídeos análogos (6SG e 
4SU) e em dois tipos de meio de cultivo para o 4SU, análogo mais usual. Mukherjee et al97 
realizou análises de PAR-CLIP-Seq e RIP-Chip, além de transcriptômica, para avaliar sítios de 
ligação de HuR de maneira global. Neste processo, os autores identificaram sítios de ligação de 
HuR em introns e confirmaram a sua atividade frente splicing alternativo, sendo glutaminase 
identificada como alvo em sua análise. Kishore et al148, em uma publicação de objetivo mais 
técnico, comparam a utilização de distintas enzimas para a degradação do RNA fora do sítio de 
interação, como MNase e T1 RNase, em alguns modos de digestão. Dado que seu objetivo não 
era exatamente elucidar a biologia de HuR, limitou-se a avaliação de alvos exônicos, sem 
relação com splicing alternativo.  
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Figura 29 – Utilização diferencial de exons de GLS frente ao silenciamento de ELAVL1 e a proposta ligação 
ao intron 14 
(A, superior) Gráfico de exon de GLS, mostrando o aumento da expressão de 15 e a repressão de 16 (não-
significativa), 17, 18 e 19. O tamanho da barra representativa do exon está proporcional a redução do FDR (média 
entre todos as reamostragens). Valores do eixo y representam a abundância diferencial pela métrica de DEXSeq. 
Números sobre as barras significativas indicam a fração das reamostragens que suportaram a diferença de 
expressão. Exons com cores ultrapassaram o limiar de 31 repetições de bootstrap, sendo azuis quando reprimidos 
ou vermelhos quando superexpressos. (B) Avaliação da presença de sítios de ligação de HuR no intron 14 de 
glutaminase (GLS) através de PAR-CLIP-Seq. Barras cinzas representam o posicionamento dos fragmentos 
observados em relação ao intron 14, linhas coloridas nos fragmentos denotam mutações do PAR-CLIP-Seq (verdes 
sendo as esperadas para 6SG e azuis para 4SU). Posições referem-se à montagem GRCh38 do genoma humano. 
(C) Gráfico de conservação evolutiva das regiões, coloração rosa claro denota conservação acima de 50% em 
relação a sequência humana, em exons ou introns. Linhas tracejadas verticais isolam a região de interesse. (D) 
Motivos de HuR propostos por Mukherjee et al97 e o compatível observado na região com homologia entre as três 
espécies e com maior acúmulo de fragmentos suportando a interação. (E) Alinhamento da região selecionada 
através do PAR-CLIP com sequências homólogas de diversos vertebrados e guiada pela análise VISTA. Cores 
indicam conservação do nucleotídeo nas sequências avaliadas. Blocos acima representam os fragmentos do PAR-
CLIP e as mutações (em azul). Destacados ao redor das sequências indicam possíveis sítios de ligação; em verde, 
a região rica em AU mais provável de ser o sítio de interação de HuR no intron 14 de GLS. (F) Região de 
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branchpoint mais provável280 frente a zona de exclusão de AG281 para mediação do splicing alternativo e a distância 
da região de ligação de HuR para o mesmo. 
 
Após a análise destes conjuntos de dados, observamos nos fragmentos sequenciados 
alinhados ao intron 14 as mutações diagnósticas do crosslink em experimentos de PAR-CLIP-
Seq, de forma mais evidente nos dados de Lebedeva et al96 com a utilização de 6SG. (Figura 
29B). A região de ligação se mostra conservada entre os genomas de mamíferos disponíveis na 
plataforma VISTA, mais um elemento indicativo de possível importância regulatória (Figura 
29C). No conjunto de fragmentos (especialmente suportado pelos dados de Lebedeva et al96), 
encontramos um dos motivos de ligação propostos para HuR (Figura 29D), especialmente com 
a observação da troca de G para A esperada na presença de 6SU (ocorrendo justaposta ao 
motivo). A informação estrutural disponível aponta 11 nucleotídeos participando diretamente 
da interação com os dois primeiros domínios de ligação à RNA de HuR83, o que deixa claro o 
motivo de ligação como um core da sequência, sendo flanqueada por sequências menos 
conservadas mas que participam da interação.  
 
Quando comparada às demais sequências de vertebrados homólogas ao intron 14 
de glutaminase (Figura 29E), o sítio hipotético de ligação demonstra conservação 
especialmente das bases timina (que são transcritos em uracila no RNA e estão diretamente 
relacionados com a ligação de HuR, segundo os motivos estimados na literatura282). 
Localizando espacialmente este sítio em relação às estruturas de splicing alternativo, o sítio de 
ligação de HuR proposto está 159 pares de bases distante da sequência predita280 de branchpoint 
– na qual a porção 5’ clivada do intron estabelece uma ligação covalente, prévia à clivagem da 
porção 3’ e ligação entre os dois exons283. Desta maneira, concluimos que HuR interage com o 
intron 14 de GLS, mas não em região diretamente ligada ao splicing, com mecanismo não 
relacionado a uma uma simples oclusão física do sítio de branching. 
 
Tabela 9 – Nível de significância dos elementos relacionados com splicing afetados por HuR do gene GLS 
Dado Elemento Bootstrap (%) p-value FDR  
RIP-Seq 
Intron 14  NA  0,011408 0,038609 
Intron 15  NA 1,18E-22 1,41E-20 
RNA-Seq 
Exon 15 92,2   0,010431 
Exon 16 45,1   0,100961 
Exon 17 82,4   0,030563 
Exon 18 94,1   0,013694 
Exon 19 100   1,92E-14 
NOTA: Dados de RIP-Seq referentes à linhagem GM12878. NA: Não-aplicável. Para RNA-Seq, FDR médio entre 
todas as pseudoreplicatas.  
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4.3 HISTÓRIA EVOLUTIVA DOS GENES GLS E GLS2 
 
Com o interesse de avaliar o surgimento evolutivo do exon 15 e, consequentemente, 
da isoforma GAC originada por splicing alternativo, buscamos a possível origem do evento de 
translocação deste exon para a região onde ele é encontrado em vertebrados. Reconstruímos a 
estrutura exônica da glutaminase metazoária (Figura 30A) utilizando como estratégia de busca 
dos genes no filo Chordata utilizando a sequência das proteínas codificadas pelos genes GLS e 
GLS2. Em um segundo momento, apenas a região correspondente ao exon 14 (último comum 
a ambas isoformas) e do exon 15 (exclusivo de GAC) foi utilizada para a busca de elementos 
homólogos nos genes identificados. 
Na base evolutiva dos cordados, Ciona intestinalis194 apresenta apenas uma 
sequência similar a GLS/GLS2  contendo 12 exons, distribuição completamente distinta da 
atual, e o exon 14 (último comum a KGA e GAC) presente na região interna de outro exon. 
Desta maneira, esta sequência não aparenta gerar troca de isoformas por splicing alternativo.  
O cefalocordado anfioxo (Branchiostoma floridae195), por sua vez, apresenta uma 
re-organização estrutural gênica abrupta, compactando o gene para apenas dois exons. Tal 
evento não envolveu apenas exon shuffling, comum na evolução dos eucariotos284–286, mas 
também uma reestruturação intrônica completa. Entretanto, a partir de então, já começamos a 
detectar características homólogas e permanentes, como a junção de splicing da região 
homóloga ao exon 14 – grosseiramente – ao final do domínio catalítico, evento comum 
evolutivamente285. Na região a jusante da mesma não fora observada homologia ao exon 
exclusivo de GAC. 
O animal modelo de Hyperoartia, a lampreia-Marinha (Petromyzon marinus196), 
tem o genoma extremamente incompleto, a ponto de não incluir o gene GLS completo em 
nenhum dos contigs ou scaffolds disponíveis. Entretanto, buscando individualmente os exons 
através de Reciprocal BLAST Best Hits (RBBH192) foi possível identificar dois fragmentos com 
homologia a glutaminase, nenhum dos mesmos contendo homologia ao exon 15, mas mantendo 
o padrão de exons-introns de cefalocordados e sem homologia completa entre os mesmos, 
denotando a duplicação gênica de GLS em o que atualmente designamos GLS e GLS2. 
Os peixes cartilaginosos, representados pelo tubarão-elefante (Callorhinchus 
milii197), são os primeiros a possuir o exon diferencial a GAC (mesmo que não identificado na 
sua anotação genômica original) e, provavelmente, a regulação por splicing alternativo do gene. 
Para os ósseos, representados pelo peixe-zebra (Danio rerio198), diversos eventos de duplicação 
ocorreram, mas se mostram como uma autapomorfia do grupo, dado que não foram mantidos 
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no clado irmão. As 5 cópias observadas sugerem a duplicação de GLS e GLS2, além de uma 
cópia não completamente homóloga, mas similar a GLS2, dado a ausência do exon exclusivo 
de GAC. 
 
 
Figura 30 – História evolutiva proposta para a glutaminase metazoária. 
(A) Representação filogenética da história evolutiva do gene GLS, com os eventos de exon shuffling e o surgimento 
o exon 15 (retângulos azuis) e, consequentemente, do intron 14 (linhas bordô) e 15, usando a numeração humana 
como referência. Barras verticais vermelhas denotam a duplicação autapomórfica de cada um dos genes de 
glutaminase em Danio rerio (Actinopterygii). Pontilhado em Petromyzon marinus (Hyperoartia) indica a 
incompleta sequência do gene disponível em contigs gerados pelo sequenciamento do genoma do organismo. (B) 
Busca por elementos retrotransponíveis na região genômica que compreende o exon 15 e os introns 14 e 15 da 
glutaminase humana usando a ferramenta Transpogene287. As imagens utilizadas, créditos e respectivos direitos 
de uso são: Darwin, por Chandler B. Bleach, em domínio público; sapo, por VxD, em CC-BY-SA-2.5; peixe-
zebra, por DataBase Center for Life Science, em CC-BY-4.0; peixe-elefante, por George Raper, em domínio 
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público; lampreia, por F. Barthélemy, em CC-BY-SA-3.0; anfioxo, por V. Gewin, em CC-BY-SA-3.0 e 
urocordado, por Wellcome Library, CC-BY-4.0. 
 
Para o representante anfíbio, Xenopus tropicalis199, observamos uma estrutura 
gênica similar a humana, com uma única cópia de GLS e GLS2, sendo o segundo compactado 
em uma região genômica menor e o primeiro espalhado em um locus com mais quilobases. Nos 
humanos200,201, a estrutura é a mesma observada em anfíbios, apenas com um tamanho de 
sequência final reduzido. 
Diversos elementos transponíveis, como Alu e L2 (Figura 30B) foram observados 
na região do intron 15 da GLS humana, sugerindo que a inserção do exon de GAC foi 
consequência de um evento de retrotransposição que gerou uma “exonização” de sequência não 
codificante288. Entretanto, buscas por blastn190 dentro do genoma humano foram incapazes de 
apontar uma possível origem do exon 15. Cabe ressaltar que as observações evolutivas aqui 
observadas foram publicadas no trabalho do Anexo 232. 
Por fim, avaliando a região do intron 14 no projeto 1000genomes289, apenas três 
variantes são detectadas nesta região: rs534382779 (A para G), rs753576052 (A para G) e 
rs545013471 (C para A). As variantes são encontradas em frequência alélica diminuta, sempre 
em apenas uma única observação, não evidenciando nenhuma clara relação com algum fenótipo 
e frustrando análises posteriores de correlação. 
 
4.4 AVALIAÇÃO EXPERIMENTAL DA RELAÇÃO ENTRE HUR E A EXPRESSÃO 
DAS ISOFORMAS DE GLUTAMINASE 
 
4.4.1 Consequências da modulação da expressão de ELAVL1 nos níveis de GAC e KGA em 
linhagens celulares de câncer de mama  
 
Duas construções foram geradas para a expressão de ELAVL1: selvagem 
(denominada HuR.WT) ou com a deleção da sequência de translocação núcleo-citoplasma 
(denominada HuR.ΔHNS), conhecida por não estar envolvida diretamente na interação com o 
RNA69 (Figura 31A). A construção com deleção da região HNS, reguladora da localização 
núcleo-citoplasma85, foi empregada de maneira a distribuir a proteína entre os dois 
compartimentos e melhor observar os efeitos citoplasmáticos de sua ação como estabilizadora 
de mRNA.  
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Figura 31 – Expressão ectópica de ELAVL1 e alterações observadas sobre o nível proteico e de mRNA das 
isoformas de glutaminase 
(A) Esquema com a região de controle núcleo-citoplasma deletada. (B) Microscopia confocal de fluorescência de 
células transduzidas e selecionadas com a expressão de ELAVL1 (WT ou ΔHNS) fusionada à proteína fluorescente 
monomérica kusabira-orange2. Barra de escala de 10 µm. (C) Western blot após expressão transiente de HuR 
ELAVL1 (WT ou ΔHNS) em células HEK293T. Setas em HuR indicam o tamanho esperado para cada construção. 
Western blot após transdução viral e seleção de pool celular expressando HuR (WT ou ΔHNS) em célula BT549 
(D) ou MDA-MB-231 (E). Setas em GLS distinguem as isoformas pelo peso molecular. (F) PCR quantitativa da 
célula MDA-MB-231 após a expressão de HuR (WT ou ΔHNS). Barras representam erro padrão da média de 
triplicatas técnicas, p-values originados de teste-t de comparação de médias entre os valores de ΔCt.  
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Primeiramente, confirmamos em BT549, com a expressão de fusões fluorescentes 
de HuR, que as proteínas estavam se localizando nos compartimentos esperados, com HuR.WT 
majoritariamente no núcleo e HuR.ΔHNS distribuído pelo núcleo e pelo citoplasma (Figura 
31B). Expressamos então ELAVL1 (HuR.WT ou HuR.ΔHNS) ectopicamente e de maneira 
transiente em células HEK293T. Apesar do sucesso na expressão das proteínas (Figura 31C), 
não observamos notada alteração nos níveis proteicos de GAC e KGA (uma ligeira diminuição 
em KGA). Curiosamente, observamos redução da expressão da isoforma endógena apenas 
quando da expressão ectópica desta construção deletada para a região de translado, o que era 
esperado em ambas dado o feedback regulatório negativo de HuR sobre ela própria290. 
Testamos então um sistema estável de expressão nas linhagens de câncer de mama 
BT549 e MDA-MB-231, obtido através de transdução viral. Na célula BT549, a expressão de 
HuR.WT e HuR.ΔHNS causou um ligeiro aumento em ambas as isoformas (Figura 31D), mais 
saliente para GAC na presença de HuR.WT ectópica. Em linhas gerais, os mesmos efeitos 
foram observados em MDA-MB-231 (Figura 31E). 
Apesar de HuR.WT não ter sido observada por western blot em MDA-MB-231, 
observamos um aumento de 30-75 vezes nos níveis do transcrito de ELAVL1 em células 
expressando a construção selvagem, confirmando a expressão ectópica da mesma (Figura 31F). 
Os resultados de qPCR mostraram também que, quando na presença de HuR.WT e HuR.ΔHNS, 
houve aumento do mRNA de KGA e não alteração a diminuição do nível de GAC (Figura 31F). 
A não alteração no nível de mRNA de GAC, apesar de verificarmos aumento no nível da 
proteína, pode implicar um papel de HuR em algum mecanismo de regulação pós-transcricional 
relacionado com modulação da tradução do mRNA211. 
Uma vez observado que a expressão ectópica de ELAVL1 levava a alteração nos 
níveis das isoformas, fizemos seu silenciamento nas células. Em HEK293T, o silenciamento de 
ELAVL1 levou à redução dos níveis da isoforma KGA (Figura 32A). Seis linhagens de câncer 
de mama (SKBR3, BT549, MDA-MB-231, MDA-MB-157 e HCC38) foram então avaliadas 
após o silenciamento estável gerado pela transdução com o sistema viral pLKO. Inicialmente, 
verificamos que houve diminuição no nível de HuR (Figura 32B), como esperado. Nas seis 
linhagens avaliadas, o silenciamento de ELAVL1 foi acompanhado da diminuição de KGA, e 
em SKBR3 e MDA-MB-157 foi observado concomitante aumento de GAC (Figura 32B). Para 
os níveis de mRNA de BT549, confirmamos uma redução de 7 vezes em ELAVL1 acompanhada 
de uma redução de KGA e aumento de GAC (Figura 32C) – sem impacto nos níveis globais de 
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GLS ou de seu parálogo, GLS2. Tais resultados corroboram o papel de HuR no splicing 
alternativo e troca de isoformas de GLS. 
 
Figura 32 – Consequências do silenciamento de ELAVL1 sobre o nível proteico e de mRNA das isoformas 
de glutaminase 
(A) Western blot após silenciamento transiente de ELAVL1 utilizando células HEK293T. (B) Western blot após 
silenciamento constitutivo de ELAVL1 utilizando pools celulares transduzidos com o sistema pLKO-shHuR ou 
controle. Setas em GLS distinguem as isoformas pelo peso molecular e a banda com o peso molecular esperado 
para HuR. (C) PCR quantitativa da célula BT549 após o silenciamento constitutivo de ELAVL1. Barras 
representam erro padrão da média de triplicatas técnicas, p-values originados de teste-t de comparação de médias 
entre os valores de ΔCt. 
 
Por fim, um sistema de silenciamento induzível (tet-pLKO) foi utilizado para 
avaliar os efeitos de HuR sobre GAC e KGA. Doses de 50, 100 e 200 ng/mL de hiclato de 
doxiciclina (mais estável que a molécula original de uso com o sistema, tetraciclina) foram 
avaliadas. Verificamos que 50 ng/mL já foi suficiente não só para silenciar a expressão de HuR, 
mas também para impactar nos níveis de KGA (Figura 33). 
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Figura 33 – Avaliação da dose de 
doxiciclina necessária para ativação do 
sistema de silenciamento induzível de HuR 
Western blot de células transduzidas com o 
sistema tet-pLKO expressando shRNA para 
ELAVL1 tratadas com concentrações 
crescentes de doxiciclina e mantidas na 
concentração indicada por 6 dias. Seta indica 
a banda com o peso molecular esperado. 
 
 
De posse deste sistema, avaliamos o efeito do silenciamento de ELAVL1 utilizando 
uma segunda sequência de shRNA almejando a região 3’UTR do transcrito de ELAVL1. A 
eficácia do silenciamento de ELAVL1 com a sequência original (shHuR) foi observada nas 
células BT549, MDA-MB-231 e uma linhagem não testada anteriormente, Hs578t, resultando 
na redução dos níveis de KGA em todas e aumento dos níveis de GAC nas duas primeiras 
(Figura 34). Quando da utilização da sequência alternativa, shHuRII, o silenciamento de HuR 
foi observado nas três linhagens após a adição de doxiciclina, concomitante a redução dos níveis 
de KGA e aumento dos níveis de GAC. 
 
Figura 34 – Consequências do silenciamento de ELAVL1 em sistema induzível sobre o nível proteico das 
isoformas de glutaminase 
(A) Western blot de células BT549, MDA-MB-231 e Hs578t transduzidas com o sistema tet-pLKO-shHuR após 
a indução do silenciamento de ELAVL1 com doxiciclina. (B) Western blot das células BT549, MDA-MB-231 e 
Hs578t após a indução do silenciamento de ELAVL1 com doxiciclina com sequência de shRNA alternativa (shHuR 
II). Setas em GLS distinguem as isoformas pelo peso molecular. Seta em HuR indica a banda com o peso molecular 
esperado.Alta e baixa indicam exposições distintas. 
 
Os níveis de mRNA foram avaliados nas linhagens BT549 (Figura 35A), MDA-
MB-231 (Figura 35B) e Hs578t (Figura 35C) no sistema tet-pLKO. O silenciamento de HuR 
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foi observado nas três linhagens celulares, com reduções de 5 (BT549), 3,5 (MBA-MB-231) e 
2,5 (Hs578t) vezes em relação ao nível basal de expressão das células, sendo significativo em 
todos os cenários. Os níveis globais de GLS não sofreram alteração de maneira significativa, tal 
qual no sistema constitutivo. Quando observadas as isoformas de maneira independente, KGA 
apresentou reduções significativas nas três linhagens avaliadas, mas de maneira mais intensa 
na célula BT549 (3,3 vezes, contra cerca de 1,3 em MDA-MB-231 e Hs578t). Já GAC teve seu 
nível aumentado de forma significativa em MDA-MB-231, mas não alterada em BT549 e 
Hs578t.  
 
 
Figura 35 – Silenciamento de ELAVL1 em 
sistema induzível com sequência shHuR e o 
nível de mRNA das isoformas de glutaminase 
PCR quantitativa utilizando células BT549 (A), 
MDA-MB-231 (B) e Hs578t (C) transduzidas 
com o sistema tet-pLKO-shHuR após a indução 
do silenciamento de ELAVL1 com doxiciclina. 
Barras representam erro padrão da média de 
triplicatas técnicas, valores de p originados de 
teste-t de comparação de médias entre os valores 
de ΔCt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Utilizando a sequência alternativa de shRNA nas linhagens de câncer de mama 
BT549 (Figura 36A), MDA-MB-231 (Figura 36B) e Hs578t (Figura 36C), verificamos uma 
eficiência de silenciamento superior, com redução do nível basal de expressão de cada célula 
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em 6,5 vezes, tendo sido esta sequência, de maneira geral, mais eficiente que shHuR. Por razões 
desconhecidas, alterações foram vistas no nível global do mRNA de GLS em MDA-MB-231 e 
Hs578t. Enquanto que em BT549 e MDA-MB-231, shHuRII levou a diminuição do mRNA 
para KGA (cerca de duas vezes), em Hs578t, curiosamente, houve elevação dos níveis de KGA 
(em 1,3 vezes). O nível do mRNA de GAC, por outro lado, como esperado, aumentou nas 3 
linhagens, tendo sido este aumento mais pronunciado em MDA-MB-231 (1,7 vezes) e Hs578t 
(2,1 vezes) do que em BT549 (1,1 vez, não significativo). 
 
Figura 36 – Silenciamento de ELAVL1 em 
sistema induzível com sequência shHuRII e o 
nível de mRNA das isoformas de glutaminase 
PCR quantitativa utilizando células BT549 (A), 
MDA-MB-231 (B) e Hs578t (C) transduzidas 
com o sistema tet-pLKO-shHuRII após a 
indução do silenciamento de HuR com 
doxiciclina. Barras representam erro padrão da 
média de triplicatas técnicas, valores de p 
originados de teste-t de comparação de médias 
entre os valores de ΔCt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Por fim, avaliamos a variação dos níveis proteicos de HuR e KGA por 
imunomarcação dupla nas linhagens BT549 e MDA-MB-231 transduzidas com o sistema 
induzível e expostas a doxiciclina (Figura 37). Como esperado, observou-se uma redução 
significativa na intensidade média da marcação de HuR geral e nuclear em BT549 (Figura 37A, 
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superior) e MDA-MB-231 (Figura 37, inferior) quando expostas a doxiciclina. De acordo, o 
silenciamento de ELAVL1 levou a diminuição no sinal de imunofluorescência medido para 
KGA (Figura 37C). Especialmente, reduziu-se a marcação citoplasmática de KGA (Figura 37D, 
setas brancas), de forma não tão evidente na marcação nuclear. 
 
 
Figura 37 – Avaliação por imunofluorescência do silenciamento de ELAVL1 em sistema induzível e 
alteração em KGA 
(A) Gráfico RDI da intensidade de imunomarcação de HuR por fluorescência com ou sem adição de doxiciclina. 
(B) Gráfico RDI da fração de intensidade de fluorescência identificada na região determinada como núcleo em 
relação a região total da célula com ou sem adição de doxiciclina. (C) Gráfico RDI da intensidade de 
imunomarcação de KGA por fluorescência observada com ou sem adição de doxiciclina. (D) Imagens 
representativas das microscopias. Controle indica a não adição de anticorpo primário. Barras centrais indicam a 
mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas 
representam a densidade suavizada dos dados; os valores das células quantificadas estão individualmente 
representados sobre os dados como círculos. Valores de p originados de teste-t de comparação de médias. Barras 
de escala representam 50µm. Setas brancas indicam regiões citoplasmáticas com menor marcação. 
 
Em conclusão, verificamos que a expressão ectópica de HuR eleva os níveis de 
KGA e, de maneira concordante, o silenciamento de HuR reduz a abundância da isoforma; a 
alteração em GAC entretanto é variável, tendo sido observado, nos modelos de silenciamento, 
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o aumento desta isoforma acompanhado à diminuição de KGA. A manutenção de HuR no 
citoplasma pelo uso da construção HuR.ΔHNS, enquanto não conclusiva para GAC, aumentou 
os níveis de KGA. 
 
4.4.2 Consequências da modulação da expressão de ELAVL1 nos níveis de GAC e KGA em 
linhagens celulares de câncer de próstata 
 
Em próstata, verificamos que o Cox HR para alta expressão de ELAVL1 foi 1,85 
(FDR de 0,0366, Tabela 4), mostrando um prognóstico negativo para o paciente. Sendo este um 
tipo tumoral de grande incidência em homens (representando 28,6% dos casos de tumores 
masculinos, o mais incidente para este gênero no Brasil291) e para o qual possuíamos linhagens 
celulares no laboratório, avaliamos a importância de HuR para a escolha das isoformas de GLS 
no mesmo. Assim, a linhagem celular de câncer de próstata DU-145 foi transduzida com o 
sistema de silenciamento constitutivo pLKO shHuR (Figura 38). No caso, foi utilizada a 
sequência-alvo presente a porção de sua região codificante (CDS, designada shHuR). 
 
Figura 38 – Efeito do silenciamento de ELAVL1 sobre o nível de mRNA e proteína das isoformas de 
glutaminase na linhagem de câncer de próstata DU-145 
(A) Western blot após silenciamento constitutivo de ELAVL1 utilizando pools celulares transduzidos com o sistema 
pLKO-shHuR ou controle. Setas em GLS distinguem as isoformas pelo peso molecular. (B) PCR quantitativa de 
DU-145 após o silenciamento constitutivo de HuR. Barras representam erro padrão da média de duplicatas ou 
triplicatas técnicas, p-values originados de teste-t de comparação de médias entre os valores de ΔCt. 
 
Verificamos que, em relação às células controle (expressando shGFP), houve 
diminuição da banda proteica de HuR (Figura 38A), confirmado pelo qPCR (Figura 38B, 
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diminuição de 11,2 vezes). O silenciamento de ELAVL1 reduziu os níveis proteicos de KGA, 
com aumento dos níveis de GAC (Figura 38A), o que foi corroborado por qPCR (Figura 38B). 
Desta maneira, confirma-se em um segundo tipo tumoral o papel de HuR no 
controle das isoformas de GLS, reforçando sua ação em outros tecidos e potencial importância 
global neste processo. 
 
4.4.3 Efeitos da modificação dos níveis de HuR sobre a estabilidade do mRNA das isoformas 
de glutaminase 
 
Conforme colocado na Introdução, HuR age no metabolismo de RNA tanto no 
processo de splicing sobre pré-mRNA, quanto na estabilidade de mRNA, pela sua interação 
com a região 3`UTR dos mesmos. Com o intuito de observar a regulação das isoformas de 
glutaminase mediada pela interação de HuR com suas respectivas 3’UTR, foram construídos 
sistemas repórteres baseados na família de vetores psiCHECK2. Basicamente, como ilustra o 
esquema (Figura 39A), o sistema consiste na expressão, sob o controle de um promotor do vírus 
vacuolante símio 40 (SV40), da sequência codificante humanizada da luciferase derivada de 
rim-do-mar (Renilla reniformis), seguida da 3’UTR das isoformas KGA ou GAC. Para 
normalizar distintas eficiências de transfecção entre as células avaliadas o mesmo vetor 
expressa, sob o controle do promotor da timidina cinase do vírus do herpes simples (TK), 
sequência codificante humanizada da luciferase derivada de vagalume (do inglês, firefly, sendo 
derivada de Photinus pyralis)292. As duas enzimas filogeneticamente distantes utilizam 
substratos distintos, luciferina e coelenterazina, o que permite a detecção da atividade das duas 
enzimas em um mesmo experimento292.  
Em células HEK293T co-transfectadas com o vetor repórter para a 3’UTR de GAC 
e vetores para expressão (de HuR.WT ou o mutante delecional HuR.ΔHNS) verificamos que a 
expressão de HuR.WT (mas não de HuR.ΔHNS) levou a redução da proporção de sinal de 
Renilla/Firefly (Figura 39B, esquerda). Para o vetor repórter com a 3’UTR de KGA, HuR.WT 
e HuR.ΔHNS levaram a um aumento na razão Renilla/Firefly (Figura 39B). A transfecção do 
vetor repórter em MDA-MB-231 e PC-3 estavelmente expressando HuR.WT também levou a 
diminuição (p = 0,0018 e 0,0894, respectivamente, significativa apenas para MDA-MB-231) 
na razão Renilla/Firefly gerada pelo mRNA contendo a 3’UTR de GAC (Figura 39C), 
confirmando os achados em HEK293T (Figura 39B, esquerda). O mesmo não foi avaliado para 
a 3’UTR de KGA em MDA-MB-231 e PC-3.  
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Figura 39 – Mensuração da estabilidade conferida por HuR via porções não traduzidas terminais do mRNA 
das isoformas de glutaminase 
(A) Esquema representativo dos plasmídeos gerados para a avaliação da estabilidade conferida pelo 3'UTR do 
mRNA de KGA ou GAC. Promotor SV40 coordena a expressão de mRNA codificando luciferase derivada de 
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Rim-do-mar (Renilla) contendo um 3'UTR curto (quadrado pequeno cinza) (controle), ou 3`UTR de GAC 
(retângulo verde) ou KGA (retângulo vermelho). Concomitantemente, promotor mínimo expressa luciferase 
derivada de vagalume (Firefly) com o intuito de normalização de transfecção. Aumentos na razão da expressão 
Renilla / Firefly implicam em aumento da estabilidade ou da tradução do mRNA. (B) Avaliação dos efeitos da 
expressão ectópica de ELAVL1 na estabilidade/tradução mediada pelo 3'UTR de GAC e KGA na célula HEK293T. 
(C) Avaliação dos efeitos da expressão ectópica de ELAVL1 na estabilidade mediada pelo 3'UTR de GAC nas 
células PC-3 e MDA-MB-231. Avaliação dos efeitos do silenciamento de ELAVL1 na estabilidade mediada pelo 
3'UTR de GAC e KGA na célula HEK293T (D), e BT549 (E). (F) Experimento de decaimento do mRNA de GAC 
(esquerda) ou KGA (direita) com inibição da tradução por actinomicina D em células PC-3. Valores próximos às 
curvas indicam inclinação das regressões lineares e o ajuste de r2. Para gráficos de barras, as mesmas representam 
a média dos valores obtidos, barras de erro representam o erro padrão da média e as réplicas experimentais estão 
indicadas sobre o gráfico como pontos individuais. Valores de p originados de análise de variância seguida de um 
teste de Tukey para as médias em cenários com mais de dois grupos ou teste-t para comparações binárias. 
 
Avaliamos também o efeito do knock down de ELAVL1 sobre o vetor repórter. Em 
HEK293T, a supressão de HuR diminuiu a razão Renilla/Firefly gerada pelo mRNA contendo 
a 3’UTR tanto de GAC quanto de KGA (Figura 39D). A coerência com a superexpressão se 
deu apenas em KGA (Figura 39B), mas não GAC. Tal observação aponta para potenciais outros 
fatores regulatórios não avaliados nestes experimentos. Em BT549 os resultados se 
confirmaram: knock down de ELAVL1 diminuiu a razão Renilla/Firefly do mRNA contendo a 
3’UTR de GAC e KGA, não significativo para a segunda (Figura 39E). 
Para confirmarmos os achados, realizamos, em PC-3, ensaio de decaimento do 
mRNA endógeno de GAC, após a adição de actinomicina, um bloqueador da transcrição de 
RNA. Verificamos que a presença ectópica de HuR.WT não afetou a estabilidade do mRNA de 
GAC (Figura 39E, esquerda), enquanto que o mesmo aumentou a estabilidade do mRNA de 
KGA (Figura 39E, direita). Em células PC-3 expressando ELAVL1, o decaimento do mRNA 
endógeno de KGA não só apresentou redução na velocidade (indicada pela redução da 
inclinação da reta, linha escura, Figura 39E, direita), mas como também apresentou um aumento 
do –ΔCt, o que reforça o impacto positivo de HuR sobre este mRNA. 
Com o conjunto dos dados, concluímos que, enquanto HuR apresenta um papel 
claro no aumento da estabilidade do mRNA de KGA, seu papel sobre o mRNA de GAC 
mostrou-se de diminuição de estabilidade na expressão ou no silenciamento de ELAVL1, sendo 
nossos resultados pouco conclusivos. Sendo este processo predominantemente citoplasmático 
e considerando que a forma selvagem de HuR é mais pronunciadamente nuclear (Figura 31B), 
é curioso que a expressão de HuR.ΔHNS (com maior presença citoplasmática) não tenha 
aumentado ainda mais estabilização do mRNA repórter contendo a 3’UTR de KGA.  
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4.4.4 Efeito regulatório de HuR através do intron 14 de GLS sobre splicing alternativo em um 
minigene repórter 
 
Nossos estudos do potencial papel de HuR no splicing alternativo de GLS utilizando 
dados de transcriptômica e suas variantes disponíveis em bancos públicos nos levou a avaliar o 
papel de HuR na regulação do splicing deste gene pela interação com o intron 14. Orengo et 
al121 desenvolveram um sistema com minigene repórter baseado na alteração do quadro de 
leitura após realização de splicing alternativo (Figura 40A). Basicamente, o sistema original 
consistia em um promotor do citomegalovírus (CMV) dirigindo a expressão de gene formado 
por três exons e dois introns. O primeiro exon conta com um início de transcrição e também o 
início de tradução da proteína, sendo que seu sítio de doação de splicing “entrega” o quadro de 
leitura com o primeiro nucleotídeo da trinca preenchido. Ocorrem os eventos de splicing que 
podem gerar dois transcritos: com ou sem a presença do exon 2. A inserção do exon 2 implica 
em modificação da “entrega” de posição do quadro de leitura para o próximo exon do primeiro 
para o segundo nucleotídeo. No terceiro exon, mais longo, temos a presença da região 
codificante para duas proteínas fluorescentes, DsRed e eGFP, mas fora de quadro de leitura 
uma em relação a outra: o quadro de DsRed inicia com uma trinca incompleta começando pela 
segunda posição e o de eGFP pela terceira. 
Assim, quando o exon 2 é inserido, o peptídeo final gera fluorescência verde 
(emissão a 509nm quando excitado a 489nm), de eGFP; por outro lado, quando o exon 2 está 
ausente é observada fluorescência laranja-avermelhada (emissão a 592nm quando excitada a 
557nm) de DsRed. Tal ferramenta pode ser modificada pela alteração de seus elementos 
regulatórios e se aplicar a outros eventos de regulação de splicing alternativo293. Assim sendo, 
a região do intron 1 do repórter foi substituída pelo intron 14 de GLS, avaliando seu efeito sobre 
a escolha de inserção ou não do exon 2, analogamente a posição no contexto genômico original, 
quando de escolha similar referente ao exon 15, exclusivo de GAC. Assim sendo, maiores 
valores da razão da intensidade de fluorescência eGFP/DsRed simbolizam maior inclusão do 
exon 2 (e consequentemente uma resposta pró-GAC) enquanto que menores valores implicam 
em maior pulo (skip) do mesmo (e uma resposta pró-KGA) (Figura 40A). 
Verificamos que, em HEK293T, a expressão de HuR.WT leva a uma ligeira 
redução da mediana da razão eGFP/DsRed (equivalente a expressar a isoforma KGA, Figura 
40B e imagem representativa à direita); como esperado, a expressão de HuR.ΔHNS (que 
desloca a proteína para maior presença citoplasmática), leva a um aumento da mediana, 
indicando maior escolha de GAC. A avaliação em PC-3 (feita somente para HuR.WT, Figura 
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40D, e imagem representativa à direita) evidenciou o mesmo resultado; em MDA-MB-231 
vimos a mesma tendência, mas não de maneira significativa, tanto para a expressão de HuR.WT 
quanto de HuR.ΔHNS (Figura 40F). 
 
Figura 40 – Ensaio 
mensurando 
influência do 
intron 14 sobre o 
splicing 
alternativo de 
minigene repórter 
sob influência de 
HuR ectópica 
(A) Esquema 
representativo do 
sistema repórter 
modificado121. O 
minigene é 
constituído de 3 
exons, sendo o 
primeiro separado 
do segundo pela 
sequência do intron 
14 de GLS. Na 
inserção do exon 2 
(equivalente a 
inserção do exon 15 
exclusivo à GAC), 
o quadro de leitura é 
deixado na segunda 
posição da trinca o 
que coloca, no 
terceiro exon, GFP 
em quadro de 
leitura, a qual, 
quando excitada a 
489nm emite em 
509nm (verde). 
Quando da omissão 
do exon 2, o terceiro 
exon terá a DsRed 
em quadro de 
leitura e expressão 
de proteína que 
quando excitada em 
557nm emite a 
592nm (vermelho). 
Assim, na razão 
GFP/DsRed, valores superiores indicam maior expressão equivalente de GAC e valores inferiores maior expressão 
equivalente de KGA. (B) Gráfico RDI após expressão ectópica transiente de HuR (selvagem, WT, ou deletada 
para a sua região de controle de translado núcleo-citoplasma, ΔHNS) em células HEK293T e imagens 
representativas. (D) Gráfico de barras após expressão ectópica de HuR em células PC-3 e imagens representativas. 
(F) Gráfico RDI após expressão ectópica de HuR (selvagem, WT, ou deletada para a sua região de translado 
núcleo-citoplasma, ΔHNS) em células MDA-MB-231. Para gráficos de barras, as mesmas representam a média 
dos valores obtidos, barras de erro representam o erro padrão da média e as réplicas experimentais estão indicadas 
sobre o gráfico. Para gráficos RDI barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam 
primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada dos dados; os 
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valores das células quantificadas estão individualmente representados sobre os dados como círculos. Os eixos 
foram produzidos em escala logarítmica de base 10 e os valores convertidos para escala linear. P-values originados 
de análise de variância seguida de um teste de Tukey para as médias em cenários com mais de dois grupos ou 
teste-t para comparações binárias. Barras de escala representam 10 µm. 
 
Avaliamos também o silenciamento transiente do gene de HuR nas células 
HEK293T. Verificamos que, como esperado, o silenciamento de ELAVL1 levou a um aumento 
da razão eGFP/DsRed, indicando a escolha de GAC por splicing alternativo (Figura 41A). O 
mesmo foi observado em linhagens expressando estavelmente o shRNA, SKBR3 e BT549 
(neste último as sequências shHuR e shHuRII foram testadas) (Figura 41B e C, 
respectivamente).  
 
Figura 41 – Ensaio mensurando influência do intron 14 sobre o splicing alternativo de minigene repórter 
sob influência do silenciamento de ELAVL1 
Gráfico RDI da mensuração da razão GFP/DsRed para o silenciamento transiente de ELAVL1 em HEK293T (A), 
e estável em BT549 (B) e SKBR3 (C). Imagem representativa das células HEK293T à direita. Barras centrais 
indicam a mediana; limites inferior e superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas 
periféricas representam a densidade suavizada dos dados; os valores das células quantificadas estão 
individualmente representados sobre os dados como círculos. Os eixos foram produzidos em escala logarítmica de 
base 10 e os valores convertidos para escala linear. P-values originados de análise de variância seguida de um teste 
de Tukey para as médias em cenários com mais de dois grupos ou teste-t para comparações binárias. Barras de 
escala representam 10 µm. 
 
Avaliamos o papel de HuR no splicing do intron 14 utilizando o sistema induzível 
de expressão de shRNA almejando o gene de HuR. Confirmamos neste sistema que o knock 
down de ELAVL1 (empregando ambas as sequências) levou a aumento da razão eGFP/DsRed 
(GAC/KGA) tanto em BT549 quanto em MDA-MB-231 e Hs578t (Figura 42A, B e C, 
respectivamente, imagens representativas a direita).  
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Figura 42 – Ensaio mensurando 
influência do intron 14 sobre o 
splicing alternativo de minigene 
repórter sob influência do 
silenciamento de ELAVL1 em sistema 
induzível 
Gráfico RDI da mensuração da razão 
GFP/DsRed para o silenciamento 
induzível de ELAVL1 em célula BT549 
(A), MDA-MB-231 (B) e Hs578T (C) 
transduzidas com o sistema tet-pLKO-
shHuR (esquerda) ou tet-pLKO-
shHuRII (direita). Imagens 
representativas das células à direita. 
Barras centrais indicam a mediana; 
limites inferior e superior da caixa 
indicam primeiro e terceiro quartis, 
respectivamente; linhas periféricas 
representam a densidade suavizada dos 
dados; os valores das células 
quantificadas estão individualmente 
representados sobre os dados como 
círculos. Os eixos foram produzidos em 
escala logarítmica de base 10 e os 
valores convertidos para escala linear. 
P-values originados de análise de 
variância seguida de um teste de Tukey 
para as médias em cenários com mais de 
dois grupos ou teste-t para comparações 
binárias. Barras de escala representam 
10 µm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
É curisoso observar que, em BT549 (Figura 42A), claramente não observamos uma 
distribuição normal dos valores, mesmo após conversão logarítmica dos mesmos. Observa-se, 
por exemplo para o shHuR (Figura 42A), pelo menos três pontos de aumento da distribuição 
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(abaixo de 1, entre 1 e 4 e outro entre 4 e 10); assim, por mais que vejamos um deslocamento 
da média e mediana para valores superiores (pró-GAC), não é possível a aplicação de testes 
paramétricos. A justificativa da utilização dos mesmos foi o do tamanho amostral de milhares 
de células, o que enquadra o problema em um caso do teorema do limite central294. À parte das 
opções estatísticas, a não-parametricidade das distribuições refletem a heterogeneidade celular 
observada quanto ao splicing alternativo mediado pelo intron 14 indicando o papel de 
importância de HuR, mas não excluindo outros elementos regulatórios. 
 
4.4.5 Expressão de KGA endógena com fusão de mKO2 através da técnica de CRISPR/Cas9 
e utilização do modelo para confirmação dos efeitos de HuR sobre a isoforma 
 
Utilizamos a ferramenta de modificação do genoma CRISPR/Cas9, conforme 
esquema representado na Figura 43A, para inserir a sequência codificante da proteína 
fluorescente mKO2 no C-terminal da isoforma KGA. Uma região de 100 nucleotídeos nas 
imediações do códon de parada existente no exon 19 de GLS, referente à KGA, foi avaliada 
pela ferramenta CRISPRDesign295. Encontramos 7 possíveis RNA-guias (sgRNA), sendo que 
um deles, coincidentemente, indicou o corte exatamente antes do códon de parada de KGA. Isto 
provavelmente aconteceu porque o códon Stop (de uma sequência TAA) é imediatamente 
justaposto por uma sequência TGG, passível de ser um “motivo adjacente ao protoespaçador” 
(Protospacer Adjacent Motif, PAM, que, para a Cas9 de Streptococcus pyogenes, se define 
como NGG296). Quando avaliamos os offtargets em sequências codificantes, a predição mais 
provável envolvia 3 mutações no sgRNA e uma que descaracterizava o motivo PAM. Para 
sequências não-codificantes, a predição mais provável envolvia, também, a descaracterização 
do motivo PAM com duas mutações. 
Dado que haveria uma quebra de dupla fita na porção final de KGA, para evitar o 
reparo por junção de pontas não-homólogas (NHEJ, Non-Homologous End Joining) e que a 
sequência-base utilizada para o reparo dirigido por homologia (HDR, Homology Directed 
Repair) não fosse o outro cromossomo, foi desenhado um plasmídeo doador de sequência 
homóloga. O cassete criado consiste em mil bases de homologia genômica a montante do corte 
(compreendendo uma porção do intron 18 e o início do exon 19), sequência codificante para a 
proteína fluorescente monomérica kusabira-orange2 (mKO2), sequência do peptídeo de auto-
clivagem 2A do Teschovírus-1 suíno (P2A123,124), sequência codificante do gene BleoR de 
Streptoalloteichus hindustanus (conferindo resistência ao agente de seleção Zeocina) e, por fim, 
mil bases de homologia genômica a justante do conte (compreendendo o códon de parada e 
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uma porção da 3’UTR de KGA). Assim, células com o genoma positivamente alterado irão 
expressar fluorescência laranja fusionada à enzima KGA e proteína que confere resistência à 
quebra de DNA promovida pela Zeocina297,298. A proteína que confere resistência, vale 
ressaltar, é liberada da KGA pela auto-clivagem do P2A, evitando, assim, problemas estruturais 
em KGA ou o carregamento da resistência para a mitocôndria. 
Inicialmente, o plasmídeo expressão Cas9 pX330295, modificado para conter o 
sgRNA e resistência a puromicina (removendo a necessidade de co-entrega com plasmídeo 
carregando agente de seleção), foi transfectado em células HEK293T. As células tiveram seu 
DNA genômico extraído e a região do códon de parada de KGA amplificada por PCR para 
ensaio com T7 endonuclease I (Figura 43B). Basicamente, quando da mistura de fragmentos 
selvagens e com mutações é anelado, sequências com pareamentos inadequados serão cortadas 
pela T7 endonuclease I, como indicado pela seta. Com o indício de atividade da sequência 
sgRNA escolhida, o mesmo vetor foi novamente transfectado, agora com o braço de homologia 
construído linearizado, e observada uma banda de maior peso molecular, compatível com a 
adição da cauda construída (Figura 43C). 
Para avaliar se modificação gerada estava representando a abundância de KGA 
intracelularmente, decidiu-se explorar a relação entre o acúmulo de KGA com o ciclo celular, 
como previamente observada65,66. A região designada como KEN-Box (sequência de lisina - 
ácido glutâmico – asparagina, situada 11 aminoácidos antes do final de KGA) é marcada pelo 
complexo promotor da anáfase APC/C-Cdh1, direcionamento a proteína para degradação com 
o avanço para a fase G2/M do ciclo celular. Colombo65 et al mostraram um acúmulo dos níveis 
de KGA quando as células foram sincronizadas em G1/S. Desta maneira, realizando a 
sincronização das células nesta fase, esperaríamos que nosso sistema repórter mimetizasse tal 
evento, quando acompanhado pelo nível proteico total ou por fluorescência. 
A sincronização das células foi realizada pelo método do bloqueio duplo de 
timidina299, que atua inibindo a síntese de DNA (com o excesso de timidina bloqueando a via 
de síntese de desoxirribonucleotideos) e realizando uma sincronia preliminar em diversos 
estágios da fase de síntese, seguido por uma liberação (permitindo a conclusão da síntese pelas 
células em diversas etapas) e um novo bloqueio, sincronizando agora as células em fase G1 ou 
S-inicial. Com o intuito de avaliar o a sincronização do ciclo, a intensidade de florescência de 
DAPI foi utilizada para mensurar a quantidade de DNA225. O bloqueio (Double thymidine 
block, DTB) mostrou uma redução de 30,7% para 13% das células em fase G2/M (Figura 43D).  
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Figura 43 – Modificação do genoma de HEK293T utilizando CRISPR/Cas9 para expressão de KGA 
endógena com cauda fluorescente e avaliação dos efeitos do silenciamento e superexpressão de ELAVL1 
(A) Esquema da estratégia de modificação empregada. Parte superior indica a região do genoma editada, exon 19 de GLS. Na 
porção inferior, o cassete introduzido entre os braços de homologia no plasmídeo doador: proteína fluorescente monomérica 
Kusabira-Orange2, peptídeo 2A de auto clivagem e gene de resistência ao agente de seleção Zeocina. (B) Ensaio com T7 
endonuclease em DNA genômico de células controle ou transfectadas com o plasmídeo contendo o RNA guia e Cas9. Seta 
indica região do fragmento gerado pelo corte. (C) Western blot de células selvagens ou do pool celular selecionado com a 
introdução do cassete fluorescente. Seta indica banda de maior peso molecular observada em anticorpo que reconhece as duas 
isoformas de glutaminase. (D) Avaliação da eficácia na sincronização do ciclo celular com utilização da mensuração da 
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fluorescência de DAPI225. Linhas verticais indicam as definições de fases do ciclo celular e porcentagens a fração das células 
na respectiva etapa. (E) Western blot após bloqueio duplo de timidina (Double thymidine block, DTB) para sincronização de 
ciclo celular em G1/S. Seta indica a banda gerada no knock in. (F) Gráfico RDI comparando a fluorescência da célula após o 
DTB. Imagens representativas do aumento de intensidade de fluorescência à direita. (G) Gráfico de dispersão correlacionando 
a quantidade de DNA e a intensidade de fluorescência de KGA-mKO2 da célula. Cores representam a densidade kernel 
bidimensional suavizada300, onde azul claro são menores acúmulos de pontos e vermelho escuro as maiores concentrações. (H) 
Gráfico RDI da fluorescência quando na expressão ectópica de ELAVL1 (selvagem, WT, ou deletada para a sua região de 
translado núcleo-citoplasma, ΔHNS); a direita, imagens representativas. (I) Gráfico RDI da fluorescência quando no 
silenciamento transiente de ELAVL1;à direita, imagens representativas. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e 
superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada 
dos dados; os valores das células quantificadas estão individualmente representados sobre os dados como círculos. P-values 
originados de teste-t de comparação de médias. 
 
Tal qual esperado, o processo DTB gerou um aumento da banda de altura elevada 
gerada com o knock in frente às células não bloqueadas (Figura 43E), acompanhado de um 
aumento na intensidade de fluorescência de mKO2 (Figura 43F, imagem representativa ao 
lado). Observando em gráfico de dispersão de correlação entre os níveis de KGA-mKO2 e 
DNA, verificamos, no controle, dois centros de massa na distribuição inicial, em G1 e G2/M; 
o procedimento de DTB levou a formação de um único pico em G1/S, havendo uma 
concordância entre o aumento de KGA e acúmulo de células nestas fases. Em escala linear, a 
diferença na intensidade de KGA-mKO2 nas células-controle presentes em G0-1 para as células 
na divisa entre G1/S (obtido com DTB) é de cerca de 80% (Figura 43G). O procedimento levou 
a um grande aumento em sub-G0, indicando toxicidade.  
Validado o sistema, avaliamos o impacto da expressão transiente de HuR.WT e 
HuR.ΔHNS na intensidade de fluorescência de mKO2. A expressão de HuR.WT e de 
HuR.ΔHNS causou aumento de KGA (Figura 43H, imagem representativa à direita) enquanto 
que o knock down de ELAVL1 levou a diminuição deste sinal (Figura 43I), coerente com a 
presença de HuR relacionando-se positivamente com o nível proteico de KGA. 
 
4.4.6 Imunoprecipitação de RNA seguida de detecção por RT-PCR 
 
Para confirmar a interação de HuR com a região 3’UTR do mRNA de GAC e KGA, 
e no intron 14 do gene GLS foi realizada uma imunoprecipitação de HuR seguida da extração 
dos RNAs ligados. 
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Figura 44 – Ligação de HuR na região do intron 14 e 3'UTR das isoformas de GLS (KGA e GAC) 
(A) Western blot mostrando a imunoprecipitação de HuR na presença do anticorpo de anti-HuR e ausência de 
ligação inespecífica detectável. (B) Transcrição Reversa seguiga de amplificação por PCR do RNA extraído dos 
resultados da imunoprecipitação, com amplificação superior no material inicial (Input) e na presença de anti-HuR 
(HuR) utilizando oligonucleotídeos para transcrito de ELAVL1, 3’UTR de KGA, 3’UTR de GAC e pré-mRNA de 
GLS - na região do intron 14. (C) Utilização de outros oligonucleotídeos para regiões definidas do 3’UTR de GAC 
(C) ou KGA (D). Esquema superior indica a posição de cada fragmento numerado e seu respectivo resultado de 
amplificação. Experimento realizado utilizando células de câncer de próstata PC-3. 
 
A proteína HuR endógena foi imunoprecipitada de PC-3 adequadamente (Figura 
44A) e o RNA ligado extraído. Após transcrição reversa seguida de PCR, confirmamos a 
ligação de HuR a sua própria 3’UTR (como já descrito na literatura101), assim como à região 
3’UTR de GAC e KGA (Figura 44B). Ao pré-mRNA de GLS, especificamente na região do 
intron 14, também foi observada interação (Figura 44B). Oligonucleotídeos para regiões 
distintas da 3’UTR de GAC (Figura 44C) ou KGA (Figura 44D) também foram empregados, 
apresentando amplificação em todas as imunoprecipitações de HuR. Conforme já apresentado, 
já foram mostrados sítios de ligação teóricos e validados por PAR-CLIP-Seq na 3’UTR de 
GAC76 (Figura 7) e, como proposto no Item 4.2, no intron 14 de glutaminase (Figura 29). 
 
4.4.7 Avaliação da interação in vitro de HuR e o RNA do intron 14 por Fluorescence recovery 
after photobleaching (FRAP) 
 
Para a confirmação in vitro da interação direta entre a proteína HuR com a 
sequência do intron 14 de glutaminase realizamos a expressão heteróloga em sistema procarioto 
e purificação da proteína HuR, bem como a transcrição in vitro do RNA correspondente ao 
intron 14. O sistema de transcrição in vitro utilizado foi do tipo run-off (Figura 45A): o DNA 
molde, originário de um plasmídeo previamente clivado exatamente no final da região desejada, 
tem a transcrição iniciada pela T7 RNA Polimerase que irá “cair” da fita ao chegar a região 
cortada e liberar o RNA. Aproveitamos a fusão fluorescente utilizada para acompanhar a 
expressão da proteína em um experimento de FRAP (Fluorescence recovery after 
photobleaching, Figura 45B). Basicamente, o mesmo consiste na avaliação da capacidade de 
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difusão de uma molécula em uma solução: após quantificar a fluorescência inicial em um 
volume de líquido, todos os fluoróforos da região são “queimados”, em nosso caso, com um 
laser bombeado a diodo de estado sólido (DPSS) de 561 nm até a extinção da fluorescência das 
partículas. Durante o tempo de recuperação (com a fluorescência acompanhada), as moléculas 
“queimadas” – por movimento de difusão – irão sair do volume focal, sendo substituídas por 
moléculas com fluorescência. A velocidade de difusão, diminuída para moléculas maiores 
(como complexos RNA:Proteína), pode ser averiguada pelo tempo de recomposição de metade 
da fluorescência (t1/2)
301,302. 
 
 
Figura 45 – Avaliação da interação de HuR e o intron 14 de GLS in vitro 
(A) Representação esquemática do preparo das construções para a transcrição in vitro, evidenciando a clivagem 
com BamHI ao final dos fragmentos de interesse. (B) Representação esquemática do experimento de FRAP: A 
situação inicial (t0) indica a livre mobilidade do fluoróforo avaliado, que é queimado com laser DPSS 561nm, 
gerando uma zona sem fluorescência (Bleachpoint); após um tempo, há um processo de redistribuição das 
moléculas (Recuperação) o qual culmina no novo platô de fluorescência final (tf). (C) Clivagem do molde de Intron 
14 para transcrição run-off. (D) Transcrição in vitro (IVT) utilizando T7 RNA Polimerase para o controle (pGEM 
Express) e para Intron 14 indicando o DNA inicial (Input), o resultado total da transcrição (IVT), o resultado da 
degradação do molde através do tratamento com DNase (IVT + DNase) e o proveniente da purificação final 
(Purificação). Seta indica a banda do tamanho esperado para a construção 6xHis-mKO2-HuR.WT. (E) Avaliação 
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por SDS-PAGE da cromatografia de afinidade realizada, indicando a presença de banda de cerca de 70 kDa na 
fração da eluição (seta preta). WCL: whole cell lysate; Insolúvel: ressuspensão do pellet após ultracentrifugação 
em tampão de corrida; Solúvel: quantidade de proteína remanescente diluída no sobrenadante da 
ultracentrifugação; Flow: remanescente não-ligado na coluna de purificação por afinidade à cobalto; Wash: 
lavagens da coluna; Wash (+Na+): lavagem com adição de 500 mmol/L de NaCl; Eluição: Proteína obtida após a 
adição de imidazol. (F) Avaliação por SDS-PAGE da cromatografia de troca iônica realizada com o eluido da 
afinidade em suas diversas frações. (G) Avaliação por SDS-PAGE da cromatrografia de gel filtração com as 
frações concentradas do passo anterior. Em ambos os casos (F e G), números representam eluições de 1 mL e 
caixas tracejadas as frações coletadas e utilizadas no próximo passo cromatográfico. (H) Avaliação por FRAP do 
percentual de fluorescência após o bleach em função do tempo, o ajuste da curva e a meia-vida de recuperação 
(t1/2, linhas verticais) do RNA Controle (curvas verdes) e do RNA do Intron 14 (cuvas vermelhas). Região sem 
valores marcada em cinza representa o ponto de bleach no qual não é avaliada a fluorescência e a função dentro 
da caixa o formato de exponencial escolhido para o ajuste com o pacote nls do R. 
 
O RNA do intron 14 foi produzido através de transcrição run-off utilizando como 
molde o vetor pGEM-T Intron 14 clivado com BamHI (Figura 45C). Tanto a produção do 
controle de ligação inespecífica quanto do Intron 14 apresentaram sucesso (Figura 45D), tendo 
o processo de degradação do DNA molde e purificação ocorrendo adequadamente. Acredita-se 
que as bandas duplas observadas (não reproduzidas em outras preparações), sejam ocasionadas 
por estrutura secundária não-desnaturada do RNA. A construção 6xHis-mKO2-HuR.WT foi 
expressa e purificada por afinidade a cobalto (Figura 45E) devido a cauda de histidinas, 
realizada uma troca iônica para remoção de ácidos nucléicos contaminantes (Figura 45F) e 
filtrada em gel para um polimento final da purificação (Figura 45G), e remoção de fragmentos 
de menor peso molecular em relação ao esperado (~70kDa) – resultantes de contaminação 
remanescente ou degradação da proteína.  
De posse da proteína purificada e do RNA relativo ao controle e ao intron 14, o 
experimento de FRAP foi realizado (Figura 45H). Observando-se as curvas de recuperação, 
ocorreu um deslocamento do tempo de meia vida de recuperação do controle (curvas verdes) 
para o intron 14 (linhas vermelhas) em 970 milisegundos ao utilizarmos uma proporção 
equimolar de intron e proteína. Tal resultado indica que o intron 14 interage diretamente com a 
proteína HuR, dada a reduzida mobilidade da mesma em solução quando na presença do RNA 
transcrito pelo intron. 
 
4.5 FENÓTIPOS PROLIFERATIVOS, MIGRATÓRIOS E INVASIVOS DE CÉLULAS 
DE CÂNCER DE MAMA ALTERADOS PELOS NÍVEIS DE EXPRESSÃO DE 
ELAVL1 
 
Tanto HuR quanto GLS já foram relacionados aos processos de crescimento e 
invasão celular. Em câncer de mama, por exemplo, o silenciamento direto de ELAVL1 reduziu 
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a capacidade invasiva303 e a sua inibição química a capacidade migratória304, em células MDA-
MB-231. O silenciamento de GLS, por sua vez, já foi observado reduzindo a capacidade 
proliferativa celular de SKBR3 e MDA-MB-231305 e sensibilizando a última a tratamentos 
quimioterápicos, como o taxol306. Assim, resolvemos avaliar o impacto HuR sobre a escolha 
das isoformas nestes processos tumorais. 
 
4.5.1 Caracterização da expressão endógena de HuR em um painel de células de câncer de 
mama 
 
Utilizando western blot, detectamos a presença da proteína HuR em um painel de 
12 linhagens celulares de câncer de mama (Figura 46A). Para as isoformas de GLS, GAC foi 
praticamente ubíqua em todas as linhagens (salvo em MDA-MB-453) e KGA não foi detectada 
em 2 das 12 linhagens (MDA-MB-453 e MDA-MB-468). Quando comparamos a correlação 
entre a intensidade da marcação de HuR com a intensidade da banda referente à isoforma GAC 
(Figura 46B) e KGA (Figura 46C), observamos uma correlação positiva apenas com a segunda 
isoforma, coerente com os resultados in vitro até então apresentados.  
 
Figura 46 – Níveis totais 
das proteínas HuR, 
KGA e GAC em células 
de câncer de mama 
(A) Western blot de 
linhagens celulares de 
câncer mama para anti-
GLS (KGA e GAC) e 
anti-HuR. Setas na 
esquerda indicam a(s) 
banda(s) quantificadas 
segundo a numeração 
abaixo do quadro. Baixa e 
alta referem-se ao tempo 
de exposição dos filmes. 
Gráficos de correlação 
entre as intensidades 
relativas a banda de maior 
intensidade (denotada por 
1.00) de GAC (B) ou 
KGA (C) e HuR. Linha de 
correlação baseada em 
regressão linear, 
correlação de Pearson 
indicada no topo dos 
gráficos. 
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A habilidade de invasão é necessária à uma célula tumoral para a concretização do 
processo metastático307. Para invadir, entretanto, a célula tumoral precisa desenvolver 
habilidades de movimento direcional, o que decorre de processos de remodelamento do 
citoesqueleto308,309 e de degradação de matriz extracelular, todos parte do processo de transição 
epitélio-mesênquima308. Para mensurar tal evento, diversos marcadores são propostos, dentre 
eles a formação de actin stress fibers (fibras de estresse de actina)310, que geram a força contrátil 
necessária para a movimentação celular311. Uma maneira prática de quantificar este fenótipo se 
dá pela avaliação do citoesqueleto celular por microscopia de alto conteúdo com a mensuração 
do parâmetro SER Valley (Spots Edges Ridges – Valley) em marcações de faloidina312, o qual é 
superior na presença destas formações. Já foi observada uma relação entre os níveis totais de 
HuR e a formação de actin stress fibers em células MDA-MB-231303 e seu efeito estabilizador 
sobre o mRNA de actina313. Desta maneira, decidimos avaliar nestas doze linhagens celulares 
de câncer de mama, por imunofluorescência, os níveis proteicos totais de HuR e o parâmetro 
SER Valley.  
As intensidades médias de fluorescência variaram cerca de 1,5 unidade de log2, com 
MDA-MB-453 apresentando (em escala linear) cerca de 3 vezes mais de marcação média do 
que de HCC1143 (Figura 47A). Quanto a localização nuclear de HuR, todas as células 
apresentam, ao menos, cerca de metade da proteína localizada em seu núcleo, com o extremo 
sendo de MDA-MB-453 alcançando 80% de concentração nuclear (20% de fração 
citoplasmática, Figura 47B), justificado pelo diminuto citoplasma da célula que, por mais que 
contenha elevada marcação de HuR, representa pouco do volume celular. 
Relacionamos então a marcação média de HuR e actin stress fibers, observando uma 
correlação positiva (Figura 48A), mais evidenciada na remoção da célula de pequeno 
citoplasma MDA-MB-453 (Figura 48B). Apesar de haver esta correlação positiva, fica claro 
dos dados que em algumas linhagens a alta marcação de HuR não implica em maior marcação 
para actin stress fibers. Para outras, entretanto, esta relação fica claro, como na comparação 
(Figura 48C) de HCC1143 e BT549 (com menor marcação de HuR) e MDA-MB-468 e 
HCC1806 (com maior marcação de HuR), onde as duas primeiras tem nitidamente menor 
formação de actin stress fibers do que as duas últimas. 
Avaliamos então a correlação entre estes dois parâmetros célula a célula para cada 
linhagem com o interesse de encontrar modelos em que estes parâmetros se correlacionassem 
positivamente. Das células avaliadas, oito apresentaram correlações acima de 0,10 entre SER 
Valley e a intensidade média de HuR (MDA-MB-453, MDA-MB-436, MDA-MB-468, 
HCC1806, HCC38, MDA-MB-231, HCC1143 e BT549), três apresentaram correlação entre -
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0,10 e 0,10 (MDA-MB-157, HCC70 e HCC1937) e apenas uma apresentou correlação negativa 
(Hs578t) (Figura 49). 
 
 
Figura 47 – Nível proteico e localização celular de HuR em células de câncer de mama avaliadas por 
imunofluorescência 
Gráfico RDI com intensidade média (A) e da fração nuclear (B) de HuR nas células de câncer de mama avaliadas. 
(C) Imagens representativas das células avaliadas. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior 
da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada 
dos dados; os valores das células quantificadas estão individualmente representados sobre os dados como círculos. 
Barra de escala representa 10 µm. 
 
Para verificar se os níveis proteicos de HuR e sua localização celular poderiam ser 
impactados pelo metabolismo de glutamina, avaliou-se os efeitos da remoção de glutamina do 
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meio de cultivo por um período de 24 horas sobre a intensidade e localização celular de HuR 
(Figura 50). 
 
Figura 48 – Correlação entre níveis médios de HuR e localização citoplasmática mensurados por 
imunofluorescência com parâmetro SER Valley (actin stress fibers) 
Correlação entre os níveis de intensidade média de marcação fluorescente para HuR e SER Valley, com todas as 
12 linhagens (A) e na ausência de MDA-MB-453 (B). Barras representam desvio padrão da média, linha de 
correlação baseada em regressão linear, correlação de Pearson indicada no topo dos gráficos. (C) Imagens 
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representativas de células com menor (HCC1143 e BT549) e células com maior (MDA-MB-468 e Hs578t) 
marcação de HuR e o impacto na formação de actin stress fibers. Barra de escala representa 10 µm. 
 
Das doze linhagens avaliadas, sete apresentaram redução dos níveis de HuR quando 
da supressão de glutamina (BT549, MDA-MB-468, HCC38, Hs578t, MDA-MB-157, MDA-
MB-436 e MDA-MB-453) (Figura 50A). Quanto a redistribuição núcleo-citoplasma (Figura 
50B), das cinco linhagens em que ocorreu alguma alteração, HCC1143, HCC1806 e MDA-
MB-231 apresentaram uma menor localização citoplasmática e BT549 e MDA-MB-468 
apresentaram um deslocamento para o citoplasma – sendo também as únicas a terem os dois 
parâmetros (abundância e localização) afetados pela supressão de glutamina. 
 
Figura 49 – Correlação entre a abundância de HuR e formação de actin stress fibers em células de câncer 
de mama em cultura 
Gráficos de dispersão correlacionando as intensidades médias da marcação de imunofluorescência de HuR com o 
parâmetro SER Valley de textura de imagem, que representa a formação de actin stress fibers, comumente 
relacionadas à invasividade e malignidade. Linhas tracejadas representam regressão linear dos pontos. Valores no 
canto inferior direito de cada gráfico o coeficiente de correlação de Pearson. Valores acima de 0.10 estão em verde 
e abaixo de -0.10 em vermelho. Cores dos pontos representam a densidade kernel bidimensional suavizada300, 
onde azul claro são menores acúmulos de pontos e vermelho escuro as maiores concentrações. 
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Figura 50 – Expressão e localização de HuR em células de câncer de mama desafiadas com a depleção de 
glutamina e avaliadas por imunofluorescência 
(A) Gráfico RDI com intensidade média de HuR em células de câncer de mama cultivadas utilizando soro dialisado 
e com a suplementação ou não de glutamina. (B) Gráfico RDI com a localização celular de HuR nas mesmas 
células. (C) Imagens representativas das células avaliadas. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e 
superior da caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade 
suavizada dos dados; os valores das células quantificadas estão individualmente representados sobre os dados 
como círculos. Valores de p originados de análise de variância seguida de teste de Tukey, quando indicados em 
vermelho representam uma diminuição das médias observadas e em verde um aumento. 
 
Como a supressão de glutamina impactou na localização celular de HuR em BT549, 
avaliou-se a distribuição da proteína em um ambiente no qual a limitação de nutrientes se dá de 
forma natural, tais como os esferóides celulares. Sabe-se que esferoides celulares com 134 μm 
de diâmetro já apresentam limitações de permeação ao oxigênio314 e os de 200 μm apresentam 
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dificuldade de acesso para diversas moléculas importantes para o metabolismo celular315. 
Obtivemos esferoides de 400 μm de diâmetro no eixo maior e analisamos cortes dos mesmos 
quanto a imunomarcação de HuR e KGA. Não observamos uma maior abundância ou 
localização diferenciais de acordo com a proximidade da borda dos esferoides (Figura 51A), 
sendo apenas confirmada uma correlação positiva (Pearson = 0,5816) entre a expressão de HuR 
e KGA nas diferentes posições do esferoide (Figura 51B, inferior). Também é possível observar 
que HuR se localiza predominantemente no núcleo, entretanto, com presença citoplasmática 
também observável (Figura 51A, detalhe).  
Dadas as características de empacotamento das células, inerentes a formação das 
massas celulares, e falta de marcador citoplasmático nas análises não foi possível quantificar a 
porcentagem de localização citoplasmática de HuR em função da localização da célula. 
Concluímos que a abundância de HuR correlaciona-se positivamente com a formação de actin 
stress fibers e com a presença da isoforma KGA – para este último fato, tanto em cultura celular 
bidimensional quanto tridimensional. Além disto, a disponibilidade de glutamina no meio de 
cultura impacta de maneira variada nos níveis e localização núcleo-citoplasma de diferentes 
linhagens celulares de câncer de mama. 
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Figura 51 – Padrão de 
presença de HuR e KGA 
em cultura 
tridimensional de células 
BT549 
(A) Projeção 
máxima da captura em 
confocal de secções de 
vibrátomo de 30 µm de 
espessura imunomarcadas 
para HuR, KGA e com 
DNA contracorado por 
DAPI. Quarta imagem 
representa a sobreposição 
dos três canais. Detalhe 
aumentado indicando a 
localização nuclear de 
HuR e vista geral 
indicando a mensuração do 
eixo maior do esferoide. 
(B) Comparação das 
intensidades de expressão 
no eixo maior de HuR 
(superior), KGA (centro) e 
a sobreposição (inferior). 
Pontos representam 10 
medições em linhas 
aleatórias próximas ao 
centro do maior diâmetro 
do esferoide, linha de 
tendência central 
representa regressão 
polinomial de ordem 20, 
limites (faixa ou linhas 
tracejadas) indicam 
intervalo de confiança da 
predição a 99%. Valor de 
correlação de Pearson 
entre as predições das 
regressões polinomiais. 
 
 
 
 
4.5.2  Silenciamento de HuR e o fenótipo obtido em células de câncer de mama 
 
4.5.3 Fenótipo proliferativo 
 
O efeito do silenciamento de ELAVL1 sobre a proliferação das linhagens BT549, 
MDA-MB-231 e Hs578t foi avaliado com os sistemas constitutivo e induzível. O silenciamento 
constitutivo de ELAVL1 na célula BT549 levou a uma redução do crescimento de 50% (shHuR) 
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ou 75% (shHuRII) frente ao controle expressando shRNA para GFP, em uma janela de 96 horas 
(Figura 52A). 
 
Figura 52 –Proliferação de linhagens de câncer de mama silenciadas para ELAVL1 
(A) Curva de proliferação da célula BT549 transduzida com o sistema de silenciamento constitutivo pLKO, 
para as duas sequências de shRNA. (B) Curva de proliferação da célula BT549 selvagem exposta a doxiciclina. 
Curvas de proliferação para as células BT549 (esquerda), MDA-MB-231 (centro) e Hs578t (direita) para o sistema 
induzível tet-pLKO shHuR (C) ou com a sequência de shRNA alternativa (D). Pontos representam a média dos 
valores obtidos e barras de erro representam o erro padrão da média das quadruplicatas. Valores de p originados 
de análise de variância seguida de um teste de Tukey para as médias em cenários com mais de dois grupos ou 
teste-t para comparações binárias. 
 
Avaliou-se também o impacto do silenciamento induzido por doxiciclina utilizando 
sistema induzível tet-pLKO. Inicialmente, incubou-se a linhagem BT549 selvagem com 50 
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ng/mL de doxiciclina, o que mostrou que doxicilina não afeta a proliferação da linhagem 
(Figura 52B). Assim, as células BT549, MDA-MB-231 e Hs578t foram incubadas com 
doxiciclina durante 7 dias para indução do knock down, seguido da avaliação de proliferação 
por 96 horas. Confirmaram-se os resultados anteriores para a sequência shHuR (Figura 52C) e 
shHuRII (Figura 52D). 
Com intuito de avaliar o efeito do silenciamento constitutivo de ELAVL1 na 
linhagem BT549 sobre a proliferação de esferóides, produzimos os mesmos utilizando sistema 
de ultra-baixa aderência. Foi observada uma ligeira, mas significativa, redução na área média 
dos esferoides produzidos quando no silenciamento de ELAVL1 (Figura 53A), observada nas 
imagens representativas de campo claro (Figura 53B, superior). Observa-se uma boa correlação 
observada entre as máscaras propostas (Figura 53B, inferior) e as imagens reais (Figura 53B, 
superior), que assim foram utilizadas para a mensuração das áreas. 
 
 
Figura 53 – Efeito do silenciamento de 
ELAVL1 no crescimento de esferoides 
de BT549 
(A) Tamanho dos esferoides de células 
BT549 quando do silenciamento de HuR 
através do sistema constitutivo pLKO 
após 96 horas de avaliação. As barras 
representam a média dos valores 
obtidos, barras de erro representam o 
erro padrão da média e as réplicas 
experimentais estão indicadas sobre o 
gráfico como pontos individuais. P-
values originados de teste-t de 
comparação de médias. (B, superior) 
Imagem representativa de campo claro 
para os esferoides e (B, inferior) 
respectiva máscara de quantificação.  
 
 
4.5.4 Fenótipo migratório e invasivo 
 
Como já comentado, a formação de actin stress fibers, mensurada pela coloração 
com faloidina tem relação com a transição epitélio-mesênquima 309. Outro elemento importante 
para o processo de ganho de traços mesenquimais, intimamente relacionado a ganho de 
capacidade invasiva, é a translocação de beta-catenina para o núcleo; o fator de transcrição β-
catenina, quando translocado para o núcleo, participa da ativação de diversos genes 
relacionados a tumorigênese316,317. A via de sinalização Wnt/β-catenin apresenta funções 
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proliferativas e de diferenciação imprescindíveis no desenvolvimento de todos os cordados, 
apresentando ortólogos de todos os seus constituintes gênicos desde cnidária318. Em seu estado 
de sinalização inativo, a via mantém a proteína β-catenina fosforilada no citoplasma, 
eventualmente sendo direcionada para a degradação pelo proteassomo; quando ativada pela 
sinalização extracelular de Wnt na proteína transmembrana Frizzled, ocorre uma liberação de 
β -catenina (tanto de sua fosforilação quanto da degradação), que permite sua translocação 
nuclear e atuação como fator de transcrição318. Em tumores, por exemplo, a ativação da via 
Wnt/β-catenin leva ao aumento da Zinc finger protein SNAI2, responsável pela troca das 
caderinas envolvidas nas junções celulares e aumento do fenótipo mesenquimal319. 
O silenciamento de HuR levou a diminuição da formação do parâmetro de textura 
SER Valley, relacionado com actin stress fibers, medido sobre a coloração de faloidina em 
BT549 (Figura 54A, imagem respresentativa abaixo) e MDA-MB-231 (Figura 54B, imagem 
respresentativa abaixo). Como observado na curva de distribuição das densidades, a região de 
máximo de densidade na presença de doxiciclina é superior em ambos tipos celulares, mesmo 
com a redução de média significativa para teste-t. Mesmo com o teorema do limite central 
assegurando a utilização de abordagem paramétrica, teste de Kruskal-Wallis confirmou (p-
value inferior a 5%) apenas para MDA-MB-231 a redução, no caso, da mediana. Já foi 
observado para MDA-MB-231 que a inibição de HuR (através do eixo miR-29a-TTP-HuR) 
leva a redução de actin stress fibers303. Em ambas linhagens celulares também observamos que 
no silenciamento de ELAVL1 ocorreu a diminuição da localização nuclear de β-catenina (Figura 
54C-D, respectivamente, imagens abaixo), mais intensamente observada nas células MDA-
MB-231. 
O processo migratório celular consiste na capacidade da célula modificar sua 
posição no espaço, enquanto que o processo invasivo refere-se à capacidade de realizar este 
mesmo processo com a imposição de uma barreira tridimensional que mimetize a matriz 
extracelular - envolvendo o remodelamento deste ambiente de forma ativa236. Para medir 
migração celular, realizamos experimentos in vitro de scratch-wound ou wound-healing. 
Assim, uma monocamada celular confluente, deprivada de fatores proliferativos (no caso, soro 
fetal bovino), sofre uma ruptura em formato de linha, a qual tem seu preenchimento por células 
adjacentes avaliado no tempo236,320 (Figura 55A). 
Mensurando a fração da área aberta no centro do poço que foi recoberta durante o 
tempo, observamos a ausência de efeito da doxiciclina sobre a capacidade migratória da célula 
BT549 selvagem (Figura 55B). Quando silenciamos ELAVL1, ocorreu significativa da 
velocidade migratória de BT549 (Figura 55C) e MDA-MB-231 (Figura 55D), com ambas 
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sequências de shRNA. De forma análoga aos resultados de proliferação, o impacto do shHuRII 
foi mais pronunciado. 
 
 
Figura 54 – Quantificação de actin stress fibers e da localização nuclear de β-catenina frente ao silenciamento 
de ELAVL1 
Gráfico RDI para a quantificação do parâmetro SER Valley de textura de imagem, que representa a formação de 
actin stress fibers para BT549 (A) e MDA-MB-231 (B). Imagens representativas para marcação de faloidina. 
Gráfico RDI indicando a fração nuclear de β-catenina medida em BT549 (C) e MDA-MB-231 (D). Imagens 
representativas para marcação de β-catenina. Barras centrais indicam a mediana; limites inferior e superior da 
caixa indicam primeiro e terceiro quartis, respectivamente; linhas periféricas representam a densidade suavizada 
dos dados; os valores das células quantificadas estão individualmente representados sobre os dados como círculos. 
P-values originados de teste-t de comparação de médias. 
 
Para avaliar a capacidade invasiva celular, duas abordagens distintas foram 
utilizadas: ensaio de scratch-and-wound embebido em matriz extracelular tridimensional de 
colágeno do tipo I e ensaio de invasão através de barreira porosa (também conhecida como 
câmara de Boyden ou Transwell®) recoberta com matriz extracelular do sarcoma murino 
Engelbreth-Holm-Swarm (Matrigel®)236. O primeiro apresenta como vantagem a composição 
mais densa da matriz, já o segundo é capaz de confrontar a célula não só com a capacidade de 
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interagir e remodelar a matriz extracelular ao entorno como também demanda a reorganização 
estrutural e passagem em pequenos poros de diâmetro fixo, os quais não podem ser degradados 
de maneira enzimática. Uma desvantagem associada ao sistema de scratch-wound embebido é 
a não direcionalidade da quimioatração oferecida em direção ao risco criado na monocamada 
(o que pode fazer as células migrarem verticalmente e não só horizontalmente).  
 
Figura 55 –Migração celular de células silenciadas para ELAVL1 medida por scratch-wound 
(A) Representação esquemática do experimento de scratch-wound realizado. (B) Curva de migração da célula 
BT549 selvagem incubada com doxiciclina. Curva de migração após indução do knock down de ELAVL1 (shHuR 
e shHuRII) com doxicilina (e controle) das linhagens BT549 (C) e MDA-MB-231 (D); imagens representativas a 
direita. Pontos representam a média dos valores obtidos e barras de erro representam o erro padrão da média das 
replicatas (de ao menos 4 em cada condição). Valores de p originados de teste-t de comparação de médias das 
últimas observações. Barra de escala representa 500 µm. Horários indicam a posição da imagem representativa no 
gráfico de acompanhamento. 
 
Foi realizada inicialmente a extração e purificação do colágeno dos tendões da 
cauda de ratos Wistar, o qual precisa polimerizar sobre a camada de células, formando a barreira 
para a movimentação das células (Figura 56A, superior). Para confirmar a polimerização do 
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colágeno extraído, utilizamos microscopia confocal de reflexão321 do material, lançando mão 
da propriedade natural de fibras de colágeno de refletir luz em uma ampla faixa de 
comprimentos de onda (aqui sendo utilizados 488 nm)322. Como esperado, obtivemos fibras de 
colágeno reconstituídas, como avaliado pela reflexão de luz a 488 nm (Figura 56A, inferior). 
 
Figura 56 – 
Migração celular 
de células 
silenciadas para 
ELAVL1 medida 
por scratch-wound 
embebido em 
matriz de colágeno 
do tipo I 
(A) Esquema do 
experimento 
realizado, mostrando 
que células para 
avançar sobre uma 
área livre precisam 
invadir uma matriz 
de Colágeno tipo I 
(imagem superior). 
Microscopia 
confocal de reflexão 
label-free para a 
confirmação da 
polimerização em 
fibras do colágeno 
do tipo I extraído de 
rabo de Rattus 
norvegicus (imagem 
inferior). Curva de 
invasão após 
indução do knock 
down de ELAVL1 
com doxicilina (e 
controle) das 
linhagens BT549 (B, 
shHuRII, imagens 
representativas 
abaixo) e MDA-
MB-231 (C, shHuR 
e shHuRII). Pontos 
representam a média 
dos valores obtidos e 
barras de erro 
representam o erro 
padrão da média de, 
ao menos, 
quadruplicatas. P-values originados de teste-t de comparação de médias das últimas observações. Barra de escala 
representa 500 µm. 
 
A segunda metodologia utilizada para mensurar a invasão foi a câmara de Boyden 
recoberta com Matrigel® utilizando como quimioatrativo o fator de crescimento epitelial 
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(epidermal growth factor, EGF). O silenciamento de ELAVL1 empregando as sequências 
shHuR e shHuRII levou a redução na capacidade invasiva das linhagens BT549 (Figura 57A, 
imagens representativas abaixo), MDA-MB-231 (Figura 57B, imagens representativas abaixo) 
e Hs578t (Figura 57C, imagens representativas abaixo), não significativo somente para Hs578t 
na utilização da sequência shHuR. 
 
Figura 57 – Invasão celular 
em experimento com 
câmara de Boyden com 
barreira de matrigel 
Invasão celular através de 
barreira de matrigel e 
remodelamento de 
citoesqueleto por poro de 
diâmetro médio de 8 µm das 
célula BT549 (A), MDA-MB-
231 (B) e Hs578t (C), com 
shHuR e shHuRII e imagens 
representativas da sequência 
shHuR (abaixo). Barras 
representam a média dos 
valores obtidos, barras de erro 
representam o erro padrão da 
média e as réplicas 
experimentais estão indicadas 
sobre o gráfico como pontos 
individuais. P-values 
originados de teste-t de 
comparação de médias. Barra 
de escala representa 100 µm. 
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O silenciamento de ELAVL1 reduziu significativamente a capacidade das linhagens 
BT549 (Figura 56B para shHuRII; imagem representativa abaixo) e MDA-MB-231 (Figura 
56C para shHuR e shHuRII, respectivamente) moverem-se na matriz de colágeno, em relação 
aos respectivos controles sem doxiciclina. 
 
4.5.5 Resgate fenotípico com a re-expressão ectópica da isoforma KGA em células com 
ELAVL1 silenciada 
 
Dado que verificamos que o knock down de ELAVL1 leva a diminuição de KGA, 
assim como diminuição da proliferação e migração celulares, avaliamos a importância desta 
modulação em glutaminase sobre estes fenótipos. Assim, linhagens celulares estabelecidas com 
o sistema tet-pLKO-shHuR foram transduzidas com vetores retrovirais, vazio (controle) ou 
contendo sequência de cDNA para a isoforma KGA (fusionado à cauda imunogênica V5, KGA-
V5), e avaliadas quanto aos fenótipos proliferativo e migratório (Figura 58). 
 
Figura 58 – Efeitos do resgate da expressão de KGA em células com o silenciamento de ELAVL1 
(A) Western blot confirmatório da expressão ectópica de KGA nas células BT549 e MDA-MB-231. Setas indicam 
as isoformas de GLS, incuindo KGA-V5 ectópica. (B) Confirmação da atividade glutaminolítica elevada em lisado 
celular total quando na expressão ectópica de KGA-V5. Curva de proliferação de BT549 (C) e MDA-MB-231 (D) 
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na presença ou ausência de doxiciclina e KGA-V5. (E) Curva de migração de BT549 na presença ou ausência de 
doxiciclina e KGA-V5. Para gráficos de barras, as mesmas representam a média dos valores obtidos, barras de 
erro representam o erro padrão da média e as réplicas experimentais estão indicadas sobre o gráfico como pontos 
individuais. Para gráficos de linha, pontos representam a média dos valores obtidos e barras de erro representam 
o erro padrão da média das quadruplicatas. P-values originados de análise de variância seguida de um teste de 
Tukey para as médias em cenários com mais de dois grupos ou teste-t para comparações binárias. 
 
A expressão de KGA-V5 foi confirmada por western blot nas linhagens BT549 e 
MDA-MB-231 (Figura 58A); como esperado, células expressando KGA-V5 tiveram maior 
atividade de glutaminase medida de lisado total (Figura 58B). Entretanto, KGA-V5 não foi 
capaz de recuperar a redução de proliferação causada pelo knock down de ELAVL1 em BT549 
(Figura 58C) e MDA-MB-231 (Figura 58D). A mesma ausência de resgate fenotípico foi 
observada quanto a capacidade migratória (Figura 58E). 
Em suma, a diminuição da expressão de KGA resultante do silenciamento de 
ELAVL1 não é o fator crucial na redução da proliferação e migração celulares causadas por este 
último. Sendo HuR um regulador pleiotrópico de diversos passos do metabolismo de RNA na 
célula, não é de surpreender que o mesmo possa impactar estes fenótipos por outras vias, assim 
como já publicado323. 
 
4.5.6 Fenótipo glutaminolítico 
 
Dado que HuR altera a escolha entre as isoformas, favorecendo KGA, especulamos 
que o mesmo pudesse impactar o metabolismo celular de glutamina. O silenciamento 
constitutivo de ELAVL1 (com as sequências shHuR e shHuRII), que causa a troca de KGA por 
GAC (Figura 59A), isoforma cataliticamente mais ativa27, causou aumento no consumo de 
glutamina das linhagens BT549 (Figura 59B) e SKBR3 (Figura 59C). Estes resultados são 
coerentes com o fato de que o silenciamento de ELAVL1 leva a diminuição de KGA e aumento 
de GAC, isoforma mais. Avaliamos o impacto do silenciamento induzível sobre este fenótipo 
também. Primeiramente verificamos que doxiciclina não impactava no consumo de glutamina 
celular de BT549 selvagem (Figura 59C). O knock down induzido de ELAVL1 (com shHuR e 
shHuRII) levou ao aumento do consumo de glutamina em BT549 (Figura 59D), MDA-MB-231 
(Figura 59E, somente para a sequência shHuRII) e Hs578t (Figura 59F). Quando observados 
em conjunto, os resultados apontam que o silenciamento de ELAVL1 aumentou o consumo de 
glutamina das células avaliadas. 
Avaliamos também o impacto do silenciamento de ELAVL1 sobre a atividade 
glutaminolítica das linhagens BT549 e SKBR3. O silenciamento constitutivo de ELAVL1 levou 
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o aumento ligeiro, mas significativo da atividade glutaminolítica de BT549 e SKBR3 (Figura 
60A); estes resultados foram confirmados em BT549 com o uso do sistema induzível (sequência 
shHuR) (Figura 60B). Estes achados vão em acordo com a observação de que células com 
supressão de HuR consomem mais glutamina. 
Especulamos que este aumento da capacidade glutaminolítica das células seguido 
do silenciamento de ELAVL1 pudesse impactar na dependência da célula a este aminoácido 
para proliferar. BT549 demonstrou ser dependente de glutamina para proliferar, uma vez que a 
remoção de glutamina diminuiu a proliferação de BT549 em 46% após 96 horas (Figura 60C, 
ausência de doxiciclina). O silenciamento de ELAVL1 deixou BT549 ainda mais sensível a 
remoção de glutamina, com diminuição de 65% em relação ao controle com glutamina em 96 
horas (Figura 60C). 
 
 
Figura 59 – Consumo de glutamina 
de linhagens celulares silenciadas 
para ELAVL1 
(A) Western blots previamente 
mostrados indicando a troca das 
isoformas frente ao silenciamento de 
ELAVL1. (B) Consumo de glutamina 
em BT549 (esquerda) e SKBR3 
(direita) frente ao silenciamento de 
ELAVL1 com as sequências shHuR e 
shHuRII. (C) Consumo de glutamina 
de BT549 selvagem na adição de 
doxiciclina. Impacto do knock down 
induzido de ELAVL1 no consumo de 
glutamina de BT549 (D), MDA-MB-
231 (E) e Hs578t (F).  Grafico da 
esquerda, sequência shHuR e da 
direita, sequência shHuRII. Barras 
representam a média dos valores 
obtidos, barras de erro representam o 
erro padrão da média e as réplicas 
experimentais estão indicadas sobre 
o gráfico como pontos individuais. 
P-values originados de análise de 
variância seguida de um teste de 
Tukey para as médias em cenários 
com mais de dois grupos ou teste-t 
para comparações binárias. 
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A dependência de glutamina para o consumo de oxigênio foi mensurada utilizando 
o equipamento Seahorse XF. Neste ensaio, avaliamos em oxígrafo multipoços a respiração 
celular antes (definida como basal) e depois da adição de inibidor da atividade glutaminolítica 
(pela molécula CB-839), cessando o fluxo de carbono originado da glutamina para o ciclo do 
TCA. A razão do consumo de oxigênio depois e antes da inibição mensura a fração da 
respiração que dependente exclusivamente de glutamina, ou seja, que a plasticidade celular não 
é capaz de imediatamente direcionar para outra fonte de carbono. Verificamos que, em acordo 
com o aumento da dependência de glutamina ditado pelo silenciamento de ELAVL1 em BT549, 
este silenciamento também levou a um aumento na dependência intrínseca de glutamina para 
ambas as sequências de shRNA avaliadas (Figura 60D). Desta maneira, concluímos que o 
silenciamento de ELAVL1 aumenta a dependência celular ao aminoácido glutamina para 
proliferação e respiração – relacionadas com demandas biossintéticas e energéticas. 
As consequências do silenciamento de ELAVL1 sobre o nível total de diversos 
metabólitos intracelulares de BT549 foi avaliado por cromatografia gasosa seguida de 
espectrometria de massas (Figura 61). Metabólitos do ciclo do TCA (citrato e malato), além de 
glutamina, glutamato, ureia e aspartato foram avaliados. Observamos que o silenciamento de 
ELAVL1 levou ao aumento significativo de aspartato, não tendo impactado nos demais (Figura 
61A). Adicionalmente, diversos outros metabólitos foram identificados, alguns deles 
mostrados. Destes, verificamos que o knock down de ELAVL1 levou a aumento significativo de 
metionina (Figura 61B).  
A estratégia de análise utilizada implicou na detecção de features metabólicas 
compartilhadas que, posteriormente, são comparadas com uma base de dados de fragmentação 
de massas. Neste sentido, algumas features identificadas podem não ser relacionadas a 
moléculas conhecidas da base empregada. Análise de componentes principais dos metabólitos 
avaliados mostrou que o silenciamento de ELAVL1 impactou no metabolismo celular gerando 
uma grande separação espacial das réplicas biológicas analisadas (Figura 61C). Observamos, 
então, que a diminuição dos níveis de HuR altera a abundância de alguns metabólitos 
intracelulares, especialmente aspartato e de metionina.  
Dado que o silenciamento de ELAVL1 levou ao aumento de GAC, seguido de maior 
atividade glutaminolítica e dependência das células a glutamina, verificamos o impacto da 
combinação do knock down de ELAVL1 com a inibição de glutaminase por CB-839, atualmente 
em fase clínica de estudos para diversos tipos tumorais, incluindo mama. CB-839 é um inibidor 
de ambas isoformas de glutaminase, KGA e GAC, não afetando a atividade do produto do 
parálogo GLS217. Nossa hipótese seria que células parcialmente responsivas ao tratamento com 
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CB-839 poderiam ser direcionadas para um fenótipo mais glutaminolítico com a supressão de 
HuR e, nesta situação, responderem mais ao fármaco. 
 
 
Figura 60 – Dependência de glutamina para os 
fenótipos proliferativos e de respiração em 
linhagens silenciadas para ELAVL1 
(A) Atividade glutaminolítica de lisado celular de 
BT549 (esquerda) e SKBR3 (direita) com knock 
down constitutivo de ELAVL1 e controle. (B) 
Atividade glutaminolítica de lisado celular total 
de BT549 com knock down induzido de ELAVL1 
e controle. (C) Impacto da remoção de glutamina 
do meio de cultivo e silenciamento induzido de 
ELAVL1 na proliferação de BT549. (D) 
Dependência respiratória de glutamina 
mensurada pela razão entre o consumo de 
oxigênio no basal celular e após a adição de CB-
839, inibidor de glutaminase, feito no oxígrafo 
SeaHorse. Para gráficos de barras, as mesmas 
representam a média dos valores obtidos, barras 
de erro representam o erro padrão da média e as 
réplicas experimentais estão indicadas sobre o 
gráfico como pontos individuais. Para gráficos de 
linha, pontos representam a média dos valores 
obtidos e barras de erro representam o erro padrão 
da média das quadruplicatas. P-values originados 
de análise de variância seguida de um teste de 
Tukey para as médias em cenários com mais de 
dois grupos ou teste-t para comparações binárias. 
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Figura 61 – Quantificação do pool geral de diversos metabólitos intracelulares em BT549 silenciada para 
ELAVL1 
(A) Mapa simplificado do TCA, de sua anaplerose por glutamina e a relação com o ciclo da ureia, com a indicação 
dos intermediários identificados e seus níveis antes e após adição de doxicicilina. (B) Metabólitos diversos 
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identificados, com ênfase em aminoácidos. (C) Análise de componentes principais denotando a separação entre 
expressão e silenciamento de ELAVL1 quando utilizando todos os metabólitos identificados e desconhecidos. P-
value oriundos da avaliação de limma. Para gráficos de barras, as mesmas representam a média dos valores obtidos, 
barras de erro representam o erro padrão da média e as réplicas experimentais estão indicadas sobre o gráfico como 
pontos individuais.  
 
4.5.7 Combinação do silenciamento de HuR a inibição química da glutaminólise celular 
 
ELAVL1 foi silenciada constitutivamente em BT549 e tratada ou não com CB-839 
por até 96 horas. Tanto o uso do shHuR quando shHuRII levou a redução na proliferação de 
BT549, como esperado, em relação ao controle shGFP (Figura 62A). Quando adicionada a 
inibição química, enquanto que em células controle o tratamento com CB-839 levou apenas a 
uma redução de 5 vezes da proliferação celular, em células shHuR e shHuRII, o tratamento 
levou a diminuição do número de células em relação ao plaqueado, indicando aumento de morte 
celular (Figura 62A).  
O silenciamento induzido de ELAVL1 levou a uma redução de 1,4 e 4,5 vezes 
(shHuR e shHuRII, respectivamente) da proliferação, como esperado (Figura 62B). Enquanto 
que em células controle o tratamento com CB-839 levou a uma redução 4,9 vezes da 
proliferação celular, o tratamento combinado ao silenciamento de ELAVL1 levou a redução da 
proliferação em 3,5 vezes na combinação com shHuR e diminuição do número de células em 
relação ao plaqueado na combinação com shHuRII (morte celular) (Figura 62B). A linhagem 
MDA-MB-231, extremamente sensível ao composto CB-839 na dose utilizada, como descrito 
na literatura17, não apresentou ganho de inibição de proliferação/morte com o knock down de 
ELAVL1 (Figura 62C). 
Realizando o cálculo do coeficiente de interação de drogas219 (CDI, Coefficient of 
drug interaction) em 96 horas para a célula BT549, a combinação entre a sequência shHuR e 1 
µmol/L de CB-839 indicou sinergia entre os efeitos (CDIs de 0,81 e 0,73, para silenciamento 
constitutivo e induzível, respectivamente). Dado o efeito pronunciado do silenciamento 
mediado pelo shHuRII, a sua combinação com CB-839 indicou antagonismo entre os efeitos 
(CDIs de 2,00 e 1,14, para expressão de shRNA constitutivo e induzível, respectivamente), 
visto que a combinação dos efeitos anti-proliferativos dos eventos em separado supera o efeito 
anti-proliferativo da combinação experimental.  
Cabe ressaltar que a observação de antagonismo não implica em que a as duas 
abordagens – quando utilizadas em conjunto – não apresentam maior efeito no fenótipo celular 
em avaliação. Este resultado pode ser interpretado da seguinte maneira: como o efeito do shHuR 
II (que pode ter efeitos inespecíficos off target levando a uma redução mais intensa da 
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proliferação em relação a shHuR) e tratamento com CB-839, separamentente, levam a completa 
parada de crescimento em 96 horas, e a combinação leva a morte em 96 horas (não sendo 
possível mensurar maior janela de efeito da combinação dos tratamentos) obtém-se da 
matemática empregada esta “impressão” de não haver sinergia. Assim, o efeito exacerbado de 
shHuRII pode estar mascarando a sinergia com CB-839 em BT549. 
Diferente de BT549, MDA-MB-231 com shHuR+CB-839 apresentou CDI de 1,56, 
indicando algum antagonismo. Assim sendo, a sinergia ou o antagonismo de CB-839 e o 
silenciamento de ELAVL1 se mostrou dependente da linhagem avaliada.  
 
 
Figura 62 – 
Proliferação celular 
na combinação do 
silenciamento de 
ELAVL1 com a 
inibição química de 
glutaminase 
Curva de proliferação 
de BT549 expressado 
constitutivamente (A) 
ou de maneira 
induzida (B) shHuR 
(esquerda) ou 
shHuRII (direita). (C) 
Curva de proliferação 
em células MDA-
MB-231 expressado 
de maneira induzida 
shHuR. Pontos 
representam a média 
dos valores obtidos e 
barras de erro 
representam o erro 
padrão da média das 
quadruplicatas. P-
values originados de 
análise de variância 
seguida de um teste de 
Tukey para as médias. 
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Avaliamos o efeito do knock down de ELAVL1 sobre o IC50 de CB-839 e inibidor 
de glutaminase BPTES (análogo menos potente do CB-839). Não foi observada uma variação 
do IC50 de CB-839 (Figura 63) e BPTES (Figura 64) que não residisse no intervalo de 
confiança dos valores estimados. Como esperado, em BT549, maiores doses tanto de CB-839 
quanto BPTES leva a diminuição celular abaixo do nível plaqueado (sugerindo morte celular) 
quando o silenciamento de ELAVL1 é induzido; em MDA-MB-231 o tratamento celular com 
os inibidores já evidencia este potencial efeito de morte nas mais altas doses tanto com 
expressão ou silenciamento de ELAVL1. Assim, a supressão de HuR leva a aumento de GAC o 
que confere maior sensibilidade ao inibidor CB-839 (potencial aumento de morte celular) sem 
impactar no IC50 do inibidor.  
 
 
Figura 63 – Avaliação do IC50 do composto inibidor de glutaminase CB-839 
Curvas de IC50 para BT549 (A) e MDA-MB-231 (B) com silenciamento de ELAVL1 doxiciclina para o composto 
CB-839. Pontos são os valores obtidos experimentalmente, eixo das abscissas em escala logarítmica com os 
valores traduzidos em escala linear para melhor compreensão. Linha fechada representa a regressão log-logística 
com 4 parâmetros324 que deriva os valores de IC50 e intervalo de confiança do mesmo. Linha tracejada vermelha 
indica ponto acima do qual ocorreu proliferação celular e abaixo morte celular em relação ao plaqueado. 
 
Avaliamos também o efeito combinado do silenciamento de ELAVL1 com o 
tratamento com CB-839 sobre a migração e invasão celular de BT549. Como esperado, o 
silenciamento de ELAVL1 levou a diminuição da migração celular (Figura 65A, linha cinza 
escuro) enquanto que o tratamento com CB-839 não diminuiu este parâmetro (Figura 65A, linha 
vermelha clara); a combinação do silenciamento de ELAVL1 com o tratamento com CB-839 
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levou a uma maior diminuição da migração celular que o observado só com o knock down de 
ELAVL1 (linha vermelha escura). Enquanto que tanto o tratamento com CB-839 quando o 
silenciamento de ELAVL1, levaram, por si, a diminuição da invasão celular (Figura 65, linhas 
escuras), a combinação dos dois aumentou a inibição da invasão. Observando a interação entre 
os tratamentos, ocorre sinergia (CDI = 0,70) para migração e aditismo/breve antagonismo para 
invasão (CDI = 1,06). 
 
 
Figura 64 – Avaliação do IC50 do composto inibidor de glutaminase BPTES 
Curvas de IC50 para BT549 (A) e MDA-MB-231 (B) com silenciamento de ELAVL1 doxiciclina para o composto 
BPTES. Pontos são os valores obtidos experimentalmente, eixo das abscissas em escala logarítmica com os valores 
traduzidos em escala linear para melhor compreensão. Linha fechada representa a regressão log-logística com 4 
parâmetros324 que deriva os valores de IC50 e intervalo de confiança do mesmo. Linha tracejada vermelha indica 
ponto acima do qual ocorreu proliferação celular e abaixo morte celular em relação ao plaqueado. 
 
Concluímos que a supressão de HuR aumenta à dependência de células BT549 a 
atividade glutaminolítica. O silenciamento de ELAVL1 combinado com a inibição de 
glutaminase diminui a proliferação, migração e invasão celular in vitro, sugerindo potencial 
efeito terapêutico combinatório positivo para o tratamento de câncer de mama. 
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Figura 65 – Migração e 
invasão celulares de 
BT549 na combinação 
do silenciamento de 
ELAVL1 com a inibição 
química de glutaminase 
(A) Curva de migração da 
linhagem BT549 
expressando de maneira 
induzida shHuR na 
presença ou ausência do 
inibidor de glutaminase 
CB-839 e de doxiciclina. 
(B) Curva de invasão com 
matriz tridimensional de 
colágeno da linhagem 
BT549 expressando de 
maneira induzida shHuR na presença ou ausência do inibidor de glutaminase CB-839 e de doxiciclina. Pontos 
representam a média dos valores obtidos e barras de erro representam o erro padrão da média de, ao menos, 
quadruplicatas. Valores de p originados de análise de variância seguida de um teste de Tukey para as médias em 
cenários com mais de dois grupos ou teste-t para comparações binárias. 
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5 DISCUSSÃO 
 
5.1 ANALISE PAN-CANCER DA IMPORTÂNCIA DE HUR PARA O PROGNÓSTICO 
DE PACIENTES 
 
HuR (codificada pelo gene ELAVL1) é uma proteína de ligação à RNA apresenta-
se atuando em diversas fases do processamento do mRNA, como no splicing alternativo92, 
poliadenilação alternativa101, transporte para o citoplasma325, promoção326 ou redução327 da 
estabilidade, promoção328 ou redução329 da tradução ou mesmo localização do mRNA e as 
proteínas traduzidas81.  
Dadas contribuições para a regulação da expressão gênica como um todo, sua 
relação com o câncer foi proposta devido ao possível impacto pleiotrópico de sua regulação. 
Em tumores de distintas origens topográficas, como bexiga330, pulmão116, esôfago331, laringe332, 
mama117 entre outras110, a elevada abundância citoplasmática da proteína se correlaciona com 
um prognóstico pior para o paciente. Tal mecanismo é justificado pela importante relação com 
a estabilização de mRNAs de proteínas como ciclooxigenase-2 (COX-2) e o Vascular 
endothelial growth fator (VEGF)88, a primeira relacionada com a síntese de prostaglandinas e 
a modulação da resposta inflamatória do organismo333 e a segunda com o processo de 
angiogênese334.  
Em outro conjunto de evidências da literatura, a localização nuclear de HuR em si 
se relaciona com um prognóstico negativo para o paciente, tais como em tumores de vesícula 
biliar335 ou ovário336. Alguns autores levantam, então, que o provável efeito de HuR em ambos 
os compartimentos (núcleo e citoplasma) levam à progressão tumoral e a métrica mais adequada 
estaria na razão de localização da proteína entre os dois espaços337.  
Independente das métricas, existe um crescente questionamento acerca do impacto 
das funções nucleares de HuR na homeostase e na patologia338. Por exemplo, HuR participa da 
regulação do splicing do fator de splicing TRA2B promovendo a inclusão do exon 2 do gene e 
impedindo, assim, a tradução correta da proteína98. O gene do receptor promotor de apoptose 
Fas, por sua vez, tem o exon 6 removido por HuR durante o splicing, o que leva a expressão de 
uma forma solúvel capaz de prevenir algumas vias de apoptose90. Outro exemplo é o gene da 
histona deacetilase III (SIRT1), onde HuR promove a exclusão do exon que codifica a porção 
catalítica (8), modulando sua função regulatória de maneira ainda não completamente 
compreendida91. Tais evidências, em conjunto, suportam um crescente interesse nas funções 
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nucleares de HuR nos contextos fisiológico e tumoral, em especial na regulação do splicing 
alternativo.  
Avaliamos o nível de expressão global de ELAVL1 e a relação do mesmo com a de 
recidiva de pacientes em diferentes tipos tumorais empregando dados disponíveis publicamente 
pelo The Cancer Genome Atlas. Encontramos que ELAVL1 é superexpresso em tumores de 
diversas origens (Figura 12, Figura 66 e Tabela 2), como estômago, bexiga, pulmão, cabeça-e-
pescoço, rim, cérvice uterino, fígado, mama e ovário, em acordo com dados da 
literatura104,109,110,116,330–332,339–345. Também é conhecido que em tumores de pele há elevados 
níveis de expressão de ELAVL1 em relação a tecido normal346; nos dados avaliados por nós, 
provavelmente devido ao baixo número amostral de tecido normal, não encontramos a mesma 
relação. Com relação aos raros tumores adrenais (feocromocitomas e paragangliomas, PCPG) 
encontramos menor expressão de ELAVL1 em tecidos tumorais, o que vai de encontro ao 
previamente publicado347, o que pode, acreditamos, ser também devido ao baixo tamanho 
amostral dos tecidos normais. Assim, concluímos, a expressão de ELAVL1 é elevada em 
diversos tipos tumorais, indicando uma potencial importância global deste regulador de RNA 
para o câncer.  
 
 
Figura 66 – Alterações nos 
níveis de expressão de 
ELAVL1 e no splicing 
alternativo de GLS quando da 
patologia tumoral 
 
 
 
Buscamos compreender em mais detalhes o potencial efeito de HuR para a doença, 
buscado correlações entre padrões de expressão gênica e o prognóstico ou características 
clinicopatológicas dos pacientes acometidos348–352. Dos trinta tumores analisados, em três (com 
p-value inferior a 1%, sendo seis controlando a descoberta falsa em 5%) a alta expressão de 
ELAVL1 relacionou-se com maior probabilidade de recidiva, tendo sido eles adenocarcinoma 
pancreático ductal (PRAD), carcinoma renal cromófobo (KICH) e melanoma uveal (UVM) 
(Figura 13, e Tabela 3). 
Os pacientes com câncer de pâncreas com alta expressão de ELAVL1 apresentaram 
um prognóstico positivo, com uma proporção de risco 5,9 vezes menor para a ocorrência de 
recidiva (Tabela 3). Todavia, HuR é apontada como proteína imprescindível para o 
160 
 
desenvolvimento do tumor de pâncreas, dado que seu silenciamento implica em redução de 
parâmetros de malignidade (como migração, invasão e desenvolvimento de tumores in vivo)353–
355. Neste sentido, inclusive, já foi proposto uma oportunidade terapêutica para inibição de HuR 
concomitante a inibição da Poli (ADP-Ribose) Polimerase353,355. Gemcitabina, medicamento 
indicado como primeira-linha de tratamento para câncer de pâncreas356, correlaciona-se com a 
translocação de HuR do núcleo para o citoplasma em células desta origem, onde a mesma 
promove a tradução da enzima deoxicitina cinase357. Tal enzima é imprescindível para a atuação 
de gemcitabina como análogo de pirimidina, inibindo a síntese de DNA e, consequentemente, 
a proliferação celular. Costantino e colaboradores357 reportaram um risco relativo aumentado 
em 4,48 [1,49–13,5] (p-valor 0,0036) para pacientes com reduzidos níveis de HuR em regime 
terapêutico de gemcitabina frente aos pacientes com elevados níveis de HuR sob o mesmo 
tratamento. Existe, inclusive, estudo de caso na literatura em que o mecanismo de resistência e 
escape à terapia com o composto se deu pela redução dos níveis de HuR358. Coerentemente, do 
conjunto de dados do TCGA, para os quais a informação era disponível, ao menos 36% dos 
pacientes com alta expressão de ELAVL1 realizaram abordagem terapêutica com gemcitabina, 
o que poderia justificar, pelo menos em parte, o melhor prognóstico verificado neste tumor nos 
dados do TCGA. Uma outra explicação poderia ser uma incongruência entre nível de mRNA e 
proteína, o que precisaria ser avaliado com futuros dados de proteômica adicionados à 
plataforma. 
Carcinoma renal cromófobo e melanoma uveal são tumores raros para os quais 
também observamos significativa relação com prognóstico positivo (com um valor de p inferior 
a 1%). Não há estudos na literatura correlacionando a presença de HuR e um prognóstico 
positivo ou negativo para o paciente para estes tipos tumorais.  
Para quatro outros tumores (câncer de mama - BRCA -, carcinoma de células 
escamosas de cabeça e pescoço - HNSC -, carcinoma hepatocelular - LIHC - e feocromocitoma 
& paraganglioma adrenal - PCPG) verificamos aumento do risco de recidiva na alta expressão 
de ELAVL1 (Figura 14, Figura 15 e Tabela 4). Dentre estes, nossas análises apontou o câncer 
de mama como o detentor do Cox HR de prognóstico negativo mais significante (Figura 67). 
Dado que, por exemplo, em câncer de mama, estudos utilizando grandes painéis 
gênicos randômicos (superiores a 100 genes), 90% das permutações levam à descoberta de 
assinaturas gênicas que se correlacionam com o prognóstico dos pacientes359, a metodologia de 
validação estatatística destes eventos é amplamente discutida137,138,143,360–363. Com a abordagem 
aqui utilizada, que compara diversos valores de cortes da expressão a uma variável 
clínica137,138,360, o risco de erros do tipo I (observação de tumores com p-value significativo nos 
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quais não há real impacto na sobrevida) é elevado361. Para confirmar nosso achado em câncer 
de mama, buscamos validar a significância da alta expressão de ELAVL1 sobre a recidiva 
tumoral através de dois métodos correção do p-value, tais como o método genérico de false 
discovery ratio142 ou específico para busca de cortes143, e pela utilização de pseudoreplicação364. 
Em todas as estratégias utilizadas, observamos significância estatística na correlação entre alta 
expressão de ELAVL1 e aumento do risco de recidiva em pacientes com câncer de mama, 
indicando a importância de se estudar o impacto de HuR sobre este tipo tumoral. 
 
 
Figura 67 – Relações observadas entre os 
pacientes, especificamente de câncer de 
mama, com alta expressão de ELAVL1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Outros trabalhos também avaliaram o nível total de expressão de ELAVL1 frente o 
prognóstico do câncer de mama. Um destes estudos concordam com nossos achados112, 
enquanto que outros dois são opostos109,111. É importante ressaltar que a maior parte dos 
trabalhos onde a importância de HuR foi avaliada em câncer de mama, se ateve a informação 
sobre a localização núcleo/citoplasma da proteína, tendo sido frequentemente encontrado uma 
correlação entre localização citoplasmática e piora na sobrevida113–115,118. Assim sendo, 
demonstrar uma importância prognóstica irrespectivamente à localização da proteína, através 
da abundância do seu mRNA, aponta a importância da proteína correlacionando-se 
independentemente da localização – seja nuclear ou citoplasmática – com o prognóstico dos 
pacientes em determinadas origens tumorais – o que corrobora com funções nucleares ainda 
negligenciadas de HuR no contexto patológico. 
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No estudo da expressão global alta de ELAVL1 e sua relação com a sobrevida dos 
pacientes, vale ressaltar que esta relação foi significativa sobre a melhora da sobrevida livre de 
recidiva e livre de metástase, mas não sobrevida global (dados não mostrados). Importante 
lembrar, entretanto, que a sobrevida global (usualmente mencionada na literatura como overall 
survival, ou ainda all-cause survival) tem a vantagem de apresentar um ponto final 
extremamente bem definido, sendo o falecimento uma definição absoluta365; entretanto, nesta 
análise, também são inclusos falecimentos não (a priori) relacionados câncer, tais como 
fatalidades acidentais diversas. Neste sentido, o estimador de recidiva tem a vantagem de 
mostrar a relação direta com a recorrência local ou distante (metástase) da doença; as 
desvantagens desta medida, entretanto, são a dificuldade de definição da não-ocorrência de 
recidiva (relacionada com a sensibilidade dos exames realizados) e a muitas vezes impossível 
distinção entre novos eventos tumorais independentes e recidivas de células da mesma origem 
tumoral366. Por fim, o parâmetro de sobrevida livre de metástase, por mais que capaz de indicar 
os eventos de mais severa agressividade dos tumores, ignora recidivas locais e recai na possível 
indistinção entre novos eventos tumorais e metástases originárias do primeiro tecido tumoral. 
Faz sentido, então, observar os três eventos simultaneamente e ponderar o prognóstico final em 
função dos mesmos. Assim sendo, no conjunto, e em luz do que está na literatura, propomos 
que pacientes de câncer de mama com elevada expressão de ELAVL1 apresentam risco superior 
para recidivas (Figura 67). 
 
5.2 IMPORTÂNCIA DE HUR NA REGULAÇÃO DA GLUTAMINASE 
 
A atuação regulatória de HuR sobre GLS no contexto fisiológico está relacionada 
com a ligação da proteína em elementos responsivos à acidose57, localizados na 3’UTR da 
isoforma GAC humana e, curiosamente, na 3’UTR da isoforma KGA de rato25. Quando em 
situação de acidose metabólica, na qual o pH sistêmico se reduz para 6,9, HuR transloca-se do 
núcleo para o citoplasma e contrabalancearia os efeitos desestabilizadores dos elementos 
responsivos a acidose, aumentando a estabilidade do mRNA de GAC (em humanos) e seu 
consequente nível proteico57 (Figura 6). Também regulando o destino do mRNA de GLS, o 
knock out do gene parálogo ELAVL4 (HuD) em camundongos reduz os níveis de mRNA da 
isoforma KGA e aumenta os níveis de GAC no tecido cerebral do animal, com mecanismo 
provavelmente relacionado a splicing devido a ligação observada, dentre outros locais, no intron 
14 do gene GLS murino367. 
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A glutamina, junto com a glicose, é uma importante fonte biossintética e energética 
em câncer 14. O primeiro passo de processamento da glutamina é feito pela enzima glutaminase, 
gerada por dois genes distintos: GLS e GLS2. GLS codifica por splicing alternativo duas 
isoformas, KGA e GAC, e, de maneira genérica, tem sido associado ao processo tumorigênico, 
enquanto que as isoformas de GLS2, LGA e GAB, geradas por uso alternativo de promotor, 
têm sido associadas à supressão tumoral34. O metabolismo de glutamina, e a consequente 
dependência do gene GLS, são observadas em diversos tecidos tumorais59, tendo isto sido 
demonstrado tanto in vitro quanto in vivo368. De fato, inibição desta enzima pela molécula CB-
839 está em estudos clínicos fase 1 e 2 para diversos tipos tumorais tais como hematológicos, 
renais, pulmonares, colorretais e tumores de mama triplo negativo17,369. 
Apesar da associação genérica de GLS com a condição tumoral, há trabalhos que 
apontam a maior importância da isoforma GAC370, seja pela sua maior abundância observada 
(por exemplo, em tumores de mama 26, em câncer colorretal371, do sistema nervoso central371 e 
de outras origens topográficas372) ou por sua maior atividade glutaminolítica (quando 
comparada a isoforma KGA27). Em tumores de cabeça-e-pescoço, entretanto, a isoforma KGA 
se mostrou importante para um fenótipo agressivo celular, uma vez que seu silenciamento levou 
a uma redução de agressividade e proliferação in vivo 373. 
Os exemplos regulatórios já conhecidos de HuR sobre GLS se encaixam no 
contexto fisiológico normal de sua função e não há descrição na literatura da atuação de HuR 
sobre as isoformas de glutaminase em câncer e, principalmente, a importância da regulação das 
mesmas para o fenótipo tumoral, questões estas que motivaram este trabalho.  
 
5.3 ANÁLISE PAN-CANCER DA IMPORTÂNCIA DE GLS 
 
5.3.1 A importância das isoformas KGA e GAC para o câncer 
 
Dentro deste contexto da importância de HuR e de GLS para o câncer, começamos 
por revisitar a importância do gene GLS e de suas isoformas para diversos tipos tumorais usando 
dados disponíveis do TCGA. 
Em uma análise global, verificamos que, curiosamente, em apenas cinco dos 
tumores avaliados (ducto bilear, esôfago, fígado, cabeça e pescoço e estômago) a expressão de 
GLS está significativamente (p-value a 5% de significância) aumentada em relação a tecido 
normal (Figura 18 e Tabela 6). Comparando nossos achados com avaliações similares da 
literatura, Cluntun et al59 também concluíram que o aumento de expressão em tecidos tumorais 
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frente aos seus pares normais se dá apenas nos tumores de cólon, esôfago, fígado, estômago, 
tireoide e cabeça-e-pescoço, sendo que em nossa avaliação aponta a não-significância de 
estômago, cólon e tireoide, além de incluir ducto bilear. Outros trabalhos também suportam o 
aumento em tumores de origens coloretal374 e hepática375. 
Entretanto, um ponto importante a ser levado em consideração com relação a este 
gene é a importância relativa das isoformas KGA e GAC. Como já mencionado, a isoforma 
GAC é a cataliticamente mais ativa e mais abundante em diversos tipos tumorais 26,27,370–372,376, 
sendo identificada como alvo do composto 968, identificado pela inibição de fibroblastos 
transformados por Rho GTPase da família Dbl63. Xia et al372 também evidenciaram a opção 
tumoral pela isoforma GAC em sete tumores do TCGA (pulmão, útero, bexiga, mama, cabeça-
e-pescoço e rim), utilizando como justificativa o fato de seu 3’UTR ser mais curto e desprovido 
de sequências regulatórias encontradas no mRNA de KGA. 
Nossa avaliação pan-câncer evidenciou que a expressão do mRNA de GAC é 
priorizada frente a de KGA em diversos tipos tumorais em relação ao tecido normal, 
confirmando uma tendência de escolha desta isoforma (Figura 21, Figura 66 e Tabela 8). A 
escolha preferencial de GAC não só condiz com o observado na literatura, como reforça a 
existência de mecanismos ainda não elucidados para a seleção – através de splicing alternativo 
ou estabilização diferencial – de seu mRNA. Quanto a expressão da isoforma KGA em relação 
ao tecido normal, a mesma se demonstra particularmente aumentada apenas em tumores de 
fígado, e reduzida ou com níveis mantidos na maior parte das demais origens topográficas.  
 
5.3.2 Relação entre expressão de ELAVL1 e níveis de mRNA de GAC e KGA em diferentes 
tumores 
 
Avaliamos o nível de mRNA de GAC frente à KGA (via avaliação dos níveis de 
expressão do exon 15 e 19, respectivamente) em tumores de mama com alta expressão de 
ELAVL1. Nossa avaliação mostrou que em tumores com alta expressão de ELAVL1 (em nível 
que impacta a sobrevida do paciente) houve maior expressão das duas isoformas, comparado a 
tumores com baixa expressão de ELAVL1 (Figura 22 e Figura 67). Desta maneira, especulamos 
que HuR deve influir simultaneamente na escolha das isoformas por splicing alternativo e 
também na estabilidade de seus mRNAs. 
Os dados aqui observados para câncer de mama indicam que altos níveis de 
expressão de ELAVL1 correlacionam-se com a abundância tanto de KGA quanto de GAC, 
todavia não do gene GLS como um todo. Tal incoerência está relacionada com a mensuração 
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de outros transcritos presentes no GENCODE. Tais transcritos incluem introns retidos e inícios 
de transcrição alternativos (como na anotação da UCSC), que são menos abundantes no 
contexto tumoral e, assim, reduzem a abundância do mRNA total de GLS. 
 
5.3.3 Análise evolutiva e funcional da evolução das isoformas e aparecimento de GAC 
 
Nossos estudos evolutivos apontam para a possibilidade de que GAC tenha sido 
gerada por retrotransposição e mantida pela seleção natural durante a evolução dos metazoários, 
o que implica que a mesma tenha alguma peculiaridade (regulatória, bioquímica ou de 
interação) que justificasse a sua manutenção no genoma como unidade funcional e também dos 
processos de regulação de sua expressão, especialmente em região intrônica altamente 
variável286. Similarmente, a duplicação gênica de GLS2 conferiu algum tipo de vantagem frente 
aos desafios ambientais que justificaram sua manutenção no genoma. Compreender a história 
evolutiva das glutaminases e, em específico, do exon de GAC (15), pode nos trazer sugestões 
das suas funções na homeostase e na patologia. 
Em mamíferos a excreção de nitrogênio está intimamente relacionada com a 
regulação do pH sistêmico, mencionada na introdução e retomada aqui. Em situação de pH 
equilibrado, a glutamina, via GLS2, é degradada em glutamato e amônia, que pode se combinar 
a um próton e formar amônio no fígado, somando-se aos íons amônio (NH4
+) captados do 
sangue. O amônio, pela ação da carbamoilfosfato sintase (CPS1), se une a bicarbonato e adentra 
ao ciclo da ureia, que é produzida e despejada na circulação sanguínea para posterior excreção 
pelo rim58. Quando da acidose sistêmica, o ciclo da ureia se reduz, poupando bicarbonato, e os 
hepatócitos periportais se encarregam de sintetizar glutamina a partir do excesso de amônio 
circulante, secretando o aminoácido que será capturado nos rins. Nestes, ocorre a estabilização 
do mRNA da isoforma GAC (e aumento de seu nível proteico), levando a reliberação de amônia 
(NH3) e sua excreção na urina com um próton, na forma de amônio
377, promovendo o 
reestabelecimento do pH sanguíneo. Assim, a isoforma GAC se apresenta como a isoforma de 
escolha para a rápida eliminação destes prótons em excesso e reestabelecimento do equilíbrio 
do pH do sangue, levando a acidificação da urina. Desta maneira, não é de se espantar que 
trabalho recente tenha mostrado que, em pH 6.0, GAC é a isoforma mais ativa376. 
Este particular papel de GAC na acidificação da urina mostra-se potencialmente 
relevante na observação de que GAC surgiu no período aproximado de 445 milhões de anos 
atrás378, no ancestral comum aos vertebrados (Figura 30 e Figura 68A). Correlacionando a 
evolução anatômica concomitante, é o passo em que o pronefro ancestral está especializando-
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se com a mudança de animais ainda com mecanismos osmoconformes (como as lampreias) – 
que não regulam a pressão osmótica de forma distinta ao meio de forma completa – para animais 
osmorreguladores379 – que mantém osmolaridade completamente distinta do meio. Para manter 
esta osmolaridade distinta, estes animais precisam constantemente eliminar sais na urina e reter 
água. 
Observando a evolução dos distintos sistemas de excreção (Figura 68B), com o 
avanço para a osmorregulação, o aparecimento de GAC em peixes cartilaginosos 
potencialmente se relaciona com a necessidade da manutenção do pH da urina reduzido, 
importante para evitar a precipitação dos sais excretados380. Portanto, a necessidade de efluxo 
de prótons superior nos rins pode ter sido a pressão de seleção necessária para manutenção de 
uma isoforma retrotransposta capaz de degradar glutamina de forma mais eficiente, gerando 
mais amônio e amenizando a precipitação de sais na urina (Figura 68B, superior). Na 
contraparte hepática, nestes organismos, GLS2 ainda não se tornara imprescindível para o ciclo 
da ureia, dada a presença da carbamoilfosfato sintase III, capaz de utilizar diretamente a 
glutamina para a suplementação do ciclo.  
Com a invasão do ambiente terrestre, a necessidade de acidificação da urina, para a 
não precipitação de sais, restringiu-se. O órgão renal assumiu parte da tarefa de regular o pH 
sistêmico, com a ativação de GAC na acidose metabólica, já mencionada na introdução, com a 
redução do ciclo da ureia frente ao pH reduzido no sangue381. Assim, mesmo com a mudança 
da pressão seletiva em si, permaneceu a demanda de secreção de amônio no rim, agora, com 
uma fina camada regulatória através da estabilização de mRNA – como a observada em 
humanos57. Do ponto de vista do parálogo duplicado, GLS2, sua liberação da pressão seletiva 
renal (quando da duplicação gênica) permitiu sua modificação da ativação por fosfato para a 
ativação por amônio37,39,53,54 – que inibe as enzimas de GLS56 –, em um feedback positivo, 
possivelmente relacionado com a necessidade do fornecimento ininterrupto de amônio53 e 
aspartato para o ciclo da ureia ou a regulação do mesmo ciclo pelo provimento de glutamato 
para a síntese do regulador positivo N-acetilglutamato54 (Figura 68B, centro).  
Tal hipótese evolutiva é corroborada, ainda, pelo fato do gene GLS2 não ser mais 
observado no genoma de aves32 – que não realizam o ciclo da ureia36 e excretam nitrogênio 
basicamente utilizando o ácido úrico (tal como em todo o grupo monofilético Reptilia), não 
diretamente relacionado com o metabolismo de glutamina382 (Figura 68B, inferior). Em aves, a 
síntese de purina ocorre, no fígado, até a formação do inosinato, o qual é transportado para o 
rim, onde a enzima xantina oxidase converte o mesmo para ácido úrico e realiza a excreção 
propriamente dita383. Assim, com o afrouxamento da pressão seletiva sobre GLS2, seu gene 
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acabou sendo perdido em algum processo aleatório de remodelação do genoma – mantendo-se 
a importância de GLS para a regulação da acidose metabólica384. 
 
 
Figura 68 – Esquema da proposta importância fisiológica das glutaminases em uma perspectiva evolutiva 
(A) Eventos evolutivos relacionados com a função fisiológica das glutaminases e a estrita relação com o balanço 
de pH da urina ou sistêmico, (B) comparação doa excreção em peixes e aves frente ao ciclo de mamíferos, este  
adaptado de Häussinger58 (C) Relação entre a isoforma GAC e câncer, além da anaplerose do TCA, adaptada de 
Huang et al376 
 
Por fim, a especialização funcional proposta a partir da análise filogenética feita 
acima pode auxiliar na compreensão dos resultados de expressão tecido tumoral das isoformas 
contra tecido normal. Tumores de fígado apresentam elevada expressão de GLS frente ao tecido 
normal; entretanto, em tecidos normais, a expressão do gene adaptado à necessidade de suprir 
o ciclo da ureia, GLS2, é aumentado em relação a tecidos tumorais. Logo, com a perda de 
funcionalidade e des-diferenciação que ocorre durante o processo tumorigênico, provavelmente 
não há mais a necessidade de alta expressão de GLS2 para a manutenção do ciclo da ureia; neste 
contexto, GLS, que é ativada por fosfato, se tornaria mais eficaz para a proliferação do tumor. 
Curiosamente, em fígado, a isoforma priorizada é a KGA e não a GAC, por razões que podem 
envolver o domínio extra glutaminolítico C-terminal e alguma potencial função pró-tumoral 
ainda não elucidada. 
Em rins, em contrapartida, tecidos normais expressam elevados níveis de GLS 
(priorizando a isoforma KGA) enquanto que, nos tecidos tumorais, os níveis de GAC não se 
alteram, mas ocorre uma grande redução de KGA – condizente com uma des-diferenciação 
celular imposta pela condição tumoral. O porquê de alguns tipos tumorais optarem por uma 
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isoforma ou outra precisaria ser validado em nível proteico mas coloca uma questão interessante 
sobre a importância relativa das mesmas. Como já colocado acima, Huang et al376 propuseram 
que a escolha da isoforma GAC em situação de acidose sanguínea se daria pela maior atividade 
da mesma em situação de pH ácido em relação à KGA ou mesmo produtos de GLS2376. Desta 
maneira, uma hipótese interessante é a de que, dado que se sabe que o microambiente tumoral 
é frequentemente ácido devido a secreção de lactato de células em efeito Warburg376,385,386, 
considerando-se que esta acidez precisa ser combatida intracelularmente, GAC teria 
desempenho superior que as outras isoformas para a produção de amônia, o qual, na captura de 
prótons para a formação de amônio (e secreção do mesmo), poderia ajudar a balancear o pH 
celular (Figura 68C).  
Em suma (Figura 69), com a duplicação gênica, GLS foi selecionada no contexto 
de regulação do pH (seja acidificando a urina de peixes para evitar a precipitação de sais ou 
atuando na economia de bicarbonato e secreção de prótons na acidose metabólica de 
vertebrados). GLS2, por sua vez, adquiriu a regulação positiva por amônio e estreitou relação 
com o ciclo da ureia, evidenciada com a ausência do gene em aves, que não realizam mais o tal 
ciclo. 
 
 
Figura 69 – Resumo da importância diferencial dos genes GLS e GLS2 para a homeostase em uma 
perspectiva evolutiva 
 
5.4 IMPORTÂNCIA DE HUR PARA A ESCOLHA DAS ISOFORMAS DE GLS EM 
MODELOS CELULARES DE CÂNCER 
 
Dado que HuR pode impactar no metabolismo de RNA, não só em nível de RNA 
maduro (pela interação com 3’UTR e modulação da meia-vida do mRNA e/ou tradução), mas 
também sobre o splicing alternativo do pre-mRNA, avaliamos o impacto desta proteína nestes 
dois processamentos do transcrito do gene GLS. 
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5.4.1 Regulação via estabilização de mRNA – interação com 3’UTR 
 
HuR já foi mostrada estabilizar o mRNA de GAC pela interação com elemento AU-
rich do 3’ UTR de GAC humana (Figura 7) em situação de acidose metabólica, como já 
discutido25,57,74,387,388. Nossos estudos de imunoprecipitação de HuR mostraram que há 
interação de HuR com o 3’UTR do mRNA das isoformas humanas KGA e GAC (Figura 44). 
Em nossos estudos nas linhagens HEK293T, MDA-MB-231 e PC-3, não observamos um 
aumento da atividade de luciferase traduzida de mRNA contendo o 3’ UTR de GAC quando 
HuR.WT é expressa; em contrário, observamos uma redução desta atividade nesta condição 
(Figura 39 e Figura 70). Tais ensaios na literatura são utilizados para mensurar a estabilidade389 
e o potencial de tradução390 conferido por uma determinada sequência de RNA a um transcrito, 
dado que o experimento por si é incapaz de discernir os dois eventos391. Uma vez que o estudo 
de decaimento (após tratamento com actinomicina) a meia vida do mRNA endógeno de GAC 
não foi impactado pela expressão ectópica de ELAVL1, é possível que HuR atue reduzindo o 
processo de tradução do mRNA contendo de GAC, o que deveria ser confirmado com 
experimento de associação a poli-ribossomos, que mensura a atividade de síntese proteica para 
um determinado transcrito392.  
Como também já discutido acima, os rins são conhecidos como responsável pelo 
balanço do pH, mantendo o tamponamento do sangue. A ativação desse sistema se dá quando 
células do túbulo renal são expostas cronicamente à um pH externo (pHe) próximo de 6,9
393. 
Neste pHe foi publicado que ocorre a estabilização do mRNA de GAC especificamente, e não 
de KGA25. Curiosamente, o microambiente tumoral, em decorrência do efeito Warburg 
apresenta um pHe entre 6,9 e 7,0
386 e um pHi (interno) próximo a 7,2
385. Se HuR estabiliza o 
mRNA de GAC em condições de baixo pH, o mesmo não foi mimetizado em nossos estudos, 
os quais envolveram a manutenção das células em sistema tamponado a pHe 7,4. A realização 
de tais experimentos em pH mais ácidos poderia levar a resultados diferentes. 
Além da questão do pH vale lembrar que os resultados obtidos com o mRNA de 
GAC, onde a expressão de HuR.WT diminuiu a estabilidade/tradução segundo avaliado com 
vetor repórter e não afetou estabilidade no estudo de decaimento, refletem a presença de HuR 
primariamente nuclear. Assim, é curioso a observação de que a expressão de HuR.ΔHNS, que 
apresenta maior localização citoplasmática, onde os processos de estabilidade acontecem, tenha 
tido um impacto ligeiramente positivo (mas não significativo), na atividade de luciferase cujo 
mRNA estava associado a 3’UTR de GAC. A expressão desta construção não foi avaliada para 
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a estabilidade do mRNA endógeno de GAC. Tal resultado indica que, para o destino do mRNA 
de GAC, a localização celular citoplasmática de HuR pode ser determinante. Além disto, é 
possível que a associação dos estudos de HuR.ΔHNS com pH mais ácido levem a uma melhor 
resposta no sentido de se detectar a estabilidade do mRNA de GAC dirigida por HuR. Assim, 
estudos da estabilidade do mRNA de GAC por HuR não estão completos e demandariam mais 
ensaios. De uma maneira geral, estes estudos poderiam elucidar porque, em cortes tumorais, há 
uma relação positiva entre a expressão de ELAVL1 e os níveis de mRNA de GAC, situação que 
não recapitulamos em nossos estudos in vitro e em pH levemente básico. 
Com relação ao mRNA da KGA humana, para o qual não existiria regulação por 
HuR em acidose renal25,57, o cenário observado foi coerente entre os experimentos de 
silenciamento e expressão de ELAVL1: verificamos que o primeiro levou a redução da atividade 
de luciferase dirigida por 3’UTR do mRNA de KGA enquanto que a expressão ectópica (da 
forma selvagem) levou ao aumento da mesma atividade, assim como da estabilidade do mRNA 
endógeno de KGA (Figura 39). Cabe ressaltar que, mesmo na ausência de predição de sítios 
AU-Rich na 3’UTR de KGA, os dados previamente existentes na literatura já indicavam que a 
ligação também ocorria (Figura 7), o que concorda com o observado aqui nos estudos de 
imunoprecipitação de HuR (Figura 44 e Figura 70).  
 
 
Figura 70 – Elementos regulatórios do (pré-)mRNA de GLS relacionados com HuR 
 
5.4.2 Regulação via splicing alternativo 
 
A participação de HuR sobre o splicing alternativo de diversos genes tem sido cada 
vez mais conhecida394, tendo sido a proteína descrita como presente no complexo supra-
spliceossomo95,395,396. Como já colocado, HuD, presente majoritariamente no tecido cerebral, 
regula o splicing e a tradução do mRNA de GLS367 em camundongos, sendo que o seu knock 
out reduz a expressão de KGA. Em dois estudos96,97 com avaliação ômica da ligação de HuR à 
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RNA, dos quais empregamos os dados analisados neste trabalho, mostrou-se uma relação de 
HuR com o splicing alternativo de diversos genes, não tendo sido GLS identificado nos mesmos. 
Buscamos uma abordagem para avaliar a relação de HuR e o splicing alternativo, 
na qual cruzamos as informações obtidas da identificação de sua ligação a introns justapostos 
a exons passíveis de splicing alternativo (obtidos de dados de RIP-Seq), com informações de 
abundância de exons (obtidos de dados de RNA-Seq) diferencialmente expressos em situação 
de presença versus knock down de ELAVL1 (Figura 23 e Figura 24). Tal estratégia levou a 
proposta de 175 alvos onde HuR potencialmente age sobre o splicing alternativo (Figura 28); 
entre estes genes, encontramos GLS (Figura 29 e Figura 70). 
Cabe menção à publicação recente que mensurou a importância de HuR sobre 
splicing alternativo de maneira análoga, utilizando conjuntos de dados similares (utilizando a 
análise de PAR-CLIP-Seq de Lebedeva et al96, avaliando sua intersecção com a predição ab 
initio de sítios AU-Rich intrônicos), e obteve resultados compatíveis com os aqui 
apresentados263. Sua abordagem também observou a ligação e a presença de sítios AU-rich no 
intron 14 de glutaminase, mas não traz inferência específica da regulação do splicing do mesmo 
– apenas observação global da atuação de HuR sobre o splicing de seus possíveis alvos baseada 
em experimento de microarranjo (disponibilizado por Mukherjee et al97), validando 
experimentalmente alguns selecionados.  
Avaliando apenas a presença de ligação a introns (irrespectivamente se justapostos 
à exons relacionados com splicing alternativo) e utilizando o experimento de PAR-CLIP-Seq 
de Lebedeva et al96 como fonte dos dados, este trabalho concluiu que 7071 genes são regulados 
por splicing alternativo guiado por HuR263, não realizando estudos de enriquecimento de vias 
para avaliar os processos alterados nas células. Nosso trabalho, em contrapartida, levou a 
identificação de 2418 genes (apenas na linhagem GM12878) em que HuR mostrou ligação a 
introns. Este menor número de alvos está provavelmente relacionado ao nosso modo de análise, 
onde aplicamos uma maior restringência na escolha dos introns, e priorizamos somente aqueles 
justapostos a exons trocados em ao menos um transcrito e, consequentemente, apresentam 
maior chance de relação com o splicing alternativo262,397.  
Genes detectados em nossos estudos também foram observados neste trabalho,  tais 
como ABCD3, WHSC1, GART, ARMC8 (Figura 24) e GLS263 (Figura 29 e Figura 70). Da lista 
de 175 genes aqui propostos como efetivamente regulados por HuR depois do cruzamento com 
os dados de silenciamento do gene, 157 foram também propostos por Bakheet et al263. Cabe 
mencionar, também, que nenhum dos 8 alvos confirmados experimentalmente neste trabalho 
(POT1, PBLD, FKBP14, NR6A1, QARS, RPE, ELF2S2 e PRAF2) foram observados em nossa 
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lista de 175 genes, o que nos leva a crer que alguns dos filtros aplicados por nós em nossa 
metodologia tenha sido muito restritivo, levando a falsos-negativos. Entretanto, é plausível de 
se esperar que, sem o filtro de expressão gênica, os resultados de Bakheet et al263 contemplem 
uma grande fração de falsos-positivos. 
Encontramos que HuR potencialmente impacta na regulação do splicing alternativo 
de diversos alvos relacionados com o metabolismo de DNA e RNA. Não de maneira direta e 
evidente, mas a literatura já dá exemplos desta “regulação da regulação”, como a modulação de 
fatores de transcrição 211, metilação de DNA 398 e de si própria, uma reguladora de mRNA101,399. 
A regulação de HuR sobre outras proteínas relacionadas ao processamento de mRNA, aqui 
observada, também é corroborada pelo previamente disponível na literatura 96,103. Os exemplos 
utilizados para demonstrar a atuação tanto em inserção como excisão de exons (ABCD3, 
WHSC1, GART, ARMC8 e, também, GLS), entretanto, não são alvos de nenhum estudo em 
específico. 
Dentre os diversos alvos conhecidos como regulados por HuR por splicing 
alternativo90,98,400,401, identificamos o parálogo de eIF4E, EIF4E292, e NF1402. Quanto ao gene 
GLS, diferentemente de nossas análise, a avaliação de Mukherjee et al97 encontrou sítios de 
ligação de HuR em introns de GLS, entretanto seus dados de expressão (baseados em 
microarray) não mostraram uso diferencial dos exons exclusivos à KGA ou GAC. Já no caso 
de Lebedeva et al96, do qual oriundam os dados de RNA-Seq aqui utilizados, foi observado a 
ligação de HuR à introns não especificados de GLS no experimento de PAR-CLIP-Seq, mas 
não a abundância diferencial de expressão. Neste estudo, é importante mencionar que foi usada 
uma estratégia de mensuração distinta, baseada em quantificação de isoforma, tal como 
implementado por Tuxedo Suite168,403,404.  
Por fim, a utilização dos dados de PAR-CLIP Seq para identificar os sítios de 
interação de HuR no intron 14 do gene GLS, quando cruzada com a informação acerca da 
mudança evolutiva da região, abordagem inédita utilizada por nós no estudo do splicing de GLS 
por HuR, permite localizar o possível elemento responsível a HuR (Figura 29). Tal identificação 
permite, por exemplo, estudos de mutação sítio-dirigida e confirmação da sequência regulatória 
proposta. Além disto, seria importante realizar o bloqueio da região com o uso de sequências 
ASO (antisense oligonucleotides) para provar sua importância para o processo de splicing, 
como já reportado anteriormente64. 
Para validar experimentalmente o mecanismo de atuação de HuR sobre o splicing 
alternativo de GLS (Figura 70), empregamos um sistema repórter121 adaptados por nós (Figura 
40, Figura 41 e Figura 42). Os resultados confirmaram o envolvimento de HuR com splicing 
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de GLS mediado pelo intron 14: enquanto que o knock down de ELAVL1 levou à inclusão do 
exon 15 e formação de proteína repórter equivalente a escolha de GAC, a super-expressão deste 
gene levou ao skipping do exon 15 e formação de proteína repórter equivalente a escolha de 
KGA. Concomitantemente, através de experimentos in vitro, mostramos a interação direta da 
proteína HuR expressa em sistema heterólogo procariótico e purificada com o intron 14 de GLS 
transcrito in vitro (Figura 45).  
Observando o proposto sítio de ligação de HuR (Figura 29), localizado a 159 pares 
de base a montante da região do branchpoint (onde ocorre a ligação covalente entre o 5’ do 
intron excisado, cujo reconhecimento por snRNP U2 é imprescindível para a concretização da 
excisão405) e a sua capacidade de interagir (com os dois primeiros domínios) com apenas 11 
pares de base, a hipótese simples do impedimento físico de acesso aos elementos regulatórios 
chave do splicing não parece provável. A identificação de HuR como parte do 
supraspliceosssomo, realizada por grupos independentes utilizando técnicas de espectrometria 
de massas 94,395,396,406, não indica um parceiro específico de interação, mas a participação no 
conjunto completo de proteínas que compõe a estrutura responsável por realizar o splicing 
alternativo dos transcritos.  
Uma proposta existente na literatura justifica a relação de HuR com o skipping de 
exons através da ligação a regiões distais dos mesmos e impedindo o reconhecimento pela 
snRNP U1 (small nuclear ribonucleo protein U1) da região 5’ do intron subsequente, o que 
implica no não reconhecimento daquele exon e sua remoção do transcrito final90. Tal 
mecanismo não se aplica em nosso cenário dado o evento de regulação ser mediado pelo intron 
que antecede o exon e não por sequência dentro do próprio exon, como no modelo levantado. 
Também, o modelo proposto demanda de um bloqueio físico da ligação na região, o que não 
poderia ser transposto para o snRNP U2 (small nuclear ribonucleo protein U2, responsável pela 
ligação ao branchpoint intrônico), salvo ligação de HuR em regiões mais proximais ao sítio de 
reconhecimento de splicing não observadas nos experimentos avaliados. Assim, a 
caracterização mecanística de HuR sobre as diversas formas de atuação sobre o splicing 
alternativo de genes ainda permanece em aberto. 
 
5.4.3 Atuação de HuR na escolha das isoformas de GLS e fenótipo de linhagens tumorais de 
mama 
 
Como comentado acima, detectamos experimentalmente a ligação de HuR tanto na 
3’UTR de GAC quanto de KGA, assim como no intron 14 do gene GLS, indicando que HuR 
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regula o metabolismo do RNA desta enzima em diversos níveis. In vitro, verificamos um efeito 
negativo de HuR (pelo menos em sua versão completa, WT) sobre 
estabilidade/tradução/escolha em splicing ou qualquer outro evento relacionado ao mRNA de 
GAC, assim como o efeito positivo de HuR sobre KGA é corroborado pela observação de que 
o silenciamento de ELAVL1 em diversas linhagens celulares de câncer de mama gera aumento 
dos níveis proteicos (e de mRNA) de GAC e diminuição dos mesmos níveis de KGA (Figura 
31 e Figura 32). Com o objetivo de confirmar a alteração dos níveis de KGA na expressão e 
silenciamento de ELAVL1, utilizamos a técnica de CRISPR/Cas9120,122,296para inserir uma 
proteína fluorescente no C-terminal de KGA (Figura 43). Com esta ferramenta, confirmamos 
os achados de que HuR impacta no aumento dos níveis de KGA, sendo os mesmos reduzidos 
em seu silenciamento e aumentados em sua expressão ectópica.  
HuR apresentou variados níveis de expressão (detectado por imunofluorescência e 
western blot) em linhagens de câncer de mama. Sua abundância proteica no estado basal destas 
linhagens se correlacionou fraca e positivamente com os níveis de KGA, mas não de GAC, 
confirmando que HuR impacta de maneira mais ubíqua em KGA, sendo a sua ação sobre GAC 
contexto dependente.  
Confirmamos o observado em outros estudos acerca da localização nuclear de HuR 
em cultura celular85; cabendo ressaltar que HuR transita entre núcleo e citoplasma, sendo sua 
localização citoplasmática dependente de regulação através da fosforilação de sua sequência 
HNS407,408. HuR foi mostrada regular a formação de actin stress fibers pela estabilização do 
mRNA de ACTB (gene que codifica a β-actina)313. Quando avaliados simultaneamente a 
abundância de HuR e o fenótipo das actin stress fibers (propostas como importantes para a 
força mecânica de migração celular308), observamos que algumas linhagens com um maior 
conteúdo total HuR apresentam mais destas estruturas (Figura 48), não tendo sido obtido uma 
correlação positiva alta entretanto quando diversas linhagens foram avaliadas (Figura 49). Tal 
observação reforça que, apesar de HuR estar relacionada a este fenômeno, como já publicado313, 
não é o regulador máster do mesmo pelo menos neste tipo tumoral.  
Em MDA-MB-231 e BT549 observamos uma correlação positiva célula a célula 
entre os níveis de HuR e a formação de actin stress fibers; em acordo, o silenciamento de 
ELAVL1 reduziu os fenótipos invasivos e a própria formação destas estruturas nestas linhagens 
(Figura 49). Em Hs578t, que apresentou relação negativa entre HuR e a formação de actin stress 
fibers, o silenciamento de ELAVL1 foi capaz de reduzir capacidade invasiva em experimento 
de transwell, o que sugere que HuR afeta este parâmetro de maneira independente a formação 
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das fibras (Figura 57). O efeito do silenciamento de ELAVL1 sobre a formação de actin stress 
fibers não foi medido para esta linhagem celular. 
Também observamos que algumas linhagens de câncer de mama respondem à 
remoção de glutamina do meio de cultura com a redução dos níveis totais de HuR e, em ao 
menos duas, BT549 e MDA-MB-468, foi observada uma translocação do núcleo para o 
citoplasma quando desta supressão (Figura 50). O efeito da depleção de aminoácidos sobre a 
localização de HuR já foi mostrado de forma similar, mas não especificamente relacionado 
apenas com glutamina409. Na tentativa de verificar se esta regulação por acesso a glutamina é 
limitada por questões espaciais de difusão e impacta na localização de HuR, estabelecemos um 
modelo tridimensional de esferoides de BT549. Desta maneira, observando se havia alteração 
da localização de HuR em função da distância da célula da borda da massa celular, esperaríamos 
mimetizar situação análoga a um tumor real que apresenta limitação de acesso à nutrientes por 
ausência de vascularização. Neste sentido, também esperaríamos mimetizar uma situação onde 
células em massa tumoral tem variação na localização núcleo/citoplasma de HuR (como já 
observamos preliminarmente de cortes de estudos de enxertos xenográficos – dados não 
mostrados) e podem assim, impactar diferentemente nas isoformas.  
Nossos resultados mostraram que o modelo de esferóide não mimetizou uma massa 
tumoral autêntica, já que o posicionamento celular de HuR não variou em função da localização 
celular na esfera (Figura 51). Desta maneira, não pudemos testar a hipótese de que maior 
localização citoplasmática de HuR (combinado a depleção de nutrientes/oxigênio) poderia ser 
a situação ideal para se observar o aumento de GAC.  Entretanto, ao longo do diâmetro 
analisado, evidenciamos uma correlação positiva entre os níveis de HuR e KGA.  
Nas linhagens de câncer de mama aqui avaliadas, verificamos que o silenciamento 
de ELAVL1 levou à significativa redução da proliferação tanto em um sistema bidimensional 
(Figura 52) como tridimensional (Figura 53). Este último modelo agrega diversas similaridades 
ao crescimento tumoral in vivo, tais como interação célular410 e a já mencionada limitação da 
distribuição de nutrientes e gases411. Importante, o silenciamento também levou à menor 
localização nuclear de β-catenina, o que pode estar associada a redução da migração e invasão 
medidas in vitro (Figura 54). Tal observação acerca da via Wnt não se articula com alguns 
achados da literatura, nos quais HuR foi mostrada promover a localização citoplasmática de β–
catenina412. Tal incongruência pode estar relacionada com a regulação da estabilidade de alguns 
transcritos por HuR/β-catenina em câncer de mama especificamente no contexto de hipóxia413. 
De forma coerente aos nossos achados em MDA-MB-231, outros trabalhos já mostram a 
inibição de HuR levando à diminuição da migração desta linhagem em experimentos de 
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scratch-wound304 (Figura 55 e Figura 56) e invasão em câmara de boyden303,414 (Figura 57). No 
intuito de entender se a diminuição nos níveis de KGA pudesse estar ligada a perda na 
capacidade proliferativa e invasiva das células decorrente do silenciamento de ELAVL1, 
expressamos esta proteína ectopicamente nas células (Figura 58). A reintrodução de KGA nas 
células não resgatou tais fenótipos celulares e acredita-se que os mesmos sejam ligados a 
regulação que HuR exerce sobre ciclinas do ciclo celular323 ou alvos relacionados a migração e 
invasão 104,106. Além disto, reforça a ideia de que a isoforma KGA não contribui para a 
agressividade de tumores de mama. O panorâma geral dos achados está resumido na Figura 71. 
 
 
Figura 71 – Consequências 
fenotípicas do silenciamento de 
ELAVL1 em células de câncer 
de mama 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como a resposta da manipulação de HuR sobre KGA se dá claramente no nível 
proteico em diversos modelos estudados, acreditamos que HuR seja um regulador primordial 
desta isoforma, o que se dá por splicing e aumento de estabilidade de mRNA. Entretanto, HuR 
tem o potencial estabilizar o mRNA de GAC no citoplasma em situações específicas de acidose, 
aspecto este que não foi completamente estudado neste trabalho. Assim, na avaliação de uma 
massa tumoral como um todo, em algumas células onde HuR teria maior presença 
citoplasmática, HuR poderia impactar positivamente no mRNA e proteína de GAC. Tal 
fenômeno poderia explicar porque observamos que em tumores de mama do TCGA maior 
expressão de ELAVL1 está relacionado com aumento do mRNA de GAC e KGA. 
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Enquanto que a diminuição de KGA não foi ligada as alterações na capacidade 
migratória das células, acreditamos que o aumento de GAC tenha sido o elemento envolvido 
com o ganho de capacidade glutaminolítica (medido pelo aumento de consumo de glutamina e 
atividade de glutaminase) e dependência de glutamina para biossíntese (medido por 
proliferação) e energética celular (inferido das medições de respiração) (Figura 59, Figura 60 e 
Figura 71). Já foi aqui discutido que a isoforma GAC é mais ativa que a KGA26, o que, acredita-
se, estar relacionado a um C-terminal mais curto e desestruturado propiciando a formação de 
fibras supra-tetraméricas mais ativas27. Neste sentido, a supressão de HuR levou a um aumento 
da dependência metabólica celular à glutamina, dado este inédito na literatura. Desta maneira, 
a inibição química de GAC utilizando a molécula CB-839 afetou mais profundamente a 
respiração celular, proliferação, migração e invasão de células BT549 silenciadas para ELAVL1. 
Uma contra-prova importante não-executada para nossa argumentação seria o knock down de 
GAC combinado com o knock down de ELAVL1 e verificação do retorno desta sensibilidade 
para o nível do controle.  
Nossas análises de GC-MS de células com knock down de ELAVL1 (Figura 61) 
mostraram que os níveis de glutamina e glutamato intracelular não se alteraram mesmo com a 
intensificação do consumo do primeiro. Tal resultado pode refletir que HuR comanda de 
maneira pleitotrópica o metabolismo deste aminoácido na célula, e, além de definir maior 
consumo do meio externo (observado experimentalmente) também comanda maior vazão 
metabólica do mesmo (coerente com a expressão da isoforma mais ativa) – mantendo os 
estoques intracelulares. Além disto, observamos um acúmulo de aspartato e de metionina nas 
células com knock down de ELAVL1, acúmulo para os quais desconhecemos o mecanismo 
envolvido assim como potenciais implicações. Apesar disto, é curioso que, no conjunto dos 
metabólitos identificados assim como de features para as quais não foi possível a identificação 
molecular, células com níveis normais de HuR ou com supressão do mesmo apresentam perfil 
metabólico distinto, implicando que HuR impacta no metabolismo celular de maneira 
significativa, o que precisaria ser melhor descrito. A identificação de tais features demanda da 
utilização de bibliotecas de fragmentação maiores e mais adaptadas aos subprodutos do 
metabolismo humano, e está em andamento. 
Diversos inibidores para as glutaminases já foram e estão sendo propostos17,63,368,415 
e HuR tem se mostrado um crescente alvo para a inibição química igualmente304,416, já sendo 
proposta a inibição conjunta de HuR com outros alvos sensibilizados após sua inativação355. 
Uma vez que células de câncer de mama com supressão de HuR se tornaram mais dependentes 
a glutamina, resolvemos explorar esta dependência combinando o knock down de ELAVL1 com 
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a inibição química de glutaminase (Figura 72). Como já colocado acima, nossos resultados 
mostraram que a combinação do knock down de ELAVL1 com a inibição de glutaminase por 
CB-839 foram mais efetivos na redução da proliferação (levando a morte celular), migração e 
invasão das células comparado ao uso destes elementos isoladamente (Figura 62 e Figura 65). 
Estudos pré-clínicos in vivo combinando o knock down de ELAVL1 com inibição de 
glutaminase estão em andamento em colaboração com a Dra. Maria Cristina R Rangel, no 
laboratório do Dr. Roger Chammas do ICESP/SP.  
Dezenas de estratégias químicas já foram propostas para a inibição de HuR no  
tratamento de tumores338, desde moléculas amplamente inespecíficas, como quercetina417, até 
moléculas avaliadas como inibidores específicos através de ensaios de high throughput 
screening416,418,419, contemplando inibidores com ação anti-proliferativa em tumores de 
mama304. Apesar disto, até a data não há estudo clinico para nenhuma das moléculas registrado 
em ClinicalTrials.gov. Com relação a glutaminase, diversos estudos clínicos estão em 
andamento para aplicações do composto CB-839, em monoterapia ou associação, para diversos 
origens tumorais, dentre elas mama, pulmão, rim, entre outras369. Especificamente, o crescente 
número de estudos clínicos com associações de CB-839 aponta que sua aplicação como 
monoterapia não se sustenta na maior parte dos tipos tumorais.  
 
 
Figura 72 – Estratégia terapêutica proposta de acordo com os resultados obtidos, com o simultâneo 
silenciamento de ELAVL1 e inibição química de glutaminase. 
 
Para dar força à nossa proposta terapêutica, os achados in vitro precisam ser 
confirmados in vivo. A próxima lacuna a ser respondida seria de quais subtipos tumorais de 
câncer de mama melhor responderiam ao tratamento proposto. Dada a elevada expressão de 
ELAVL1 ocorrer no subtipo basal-like e triplo-negativo para os marcadores clínicos (ausentes 
da expressão dos receptores de estrógeno e progesterona e sem amplificação do receptor do tipo 
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2 de fator de crescimento epidérmico244), tal fração dos pacientes se mostra como uma sugestão 
inicial de tumores que responderiam ao tratamento (Figura 16). Cabe salientar que a célula 
utilizada para a avaliação da hipótese de inibição combinada, BT549, pertence aos subtipos 
triplo-negativo e basal-like. Nosso laboratório já tem interesse neste modelo tumoral por serem 
tumores agressivos e de pior prognóstico e nos quais já foi demonstrada a dependência por 
glutamina e sensibilidade a inibição da glutaminase17. Entretanto, dados do nosso grupo (não 
publicados) e de outros grupos17 têm mostrado uma grande variação da sensibilidade de 
linhagens deste subtipo tumoral à inibição química de GLS, o que nos sugere heterogeneidade 
à resposta nos pacientes tratados com CB-839. Assim, uma proposta seria que a terapia 
combinada de CB-839 com inibição de HuR poderia ser mais eficaz em tumores com menor 
dependência de glutamina. Com o silenciamento de ELAVL1, tais tumores se tornariam mais 
dependentes ao aminoácido e, consequentemente, mais sensíveis à inibição química de GLS. 
Se esta abordagem seria mais efetiva em tumores triplo-negativos de sensibilidade reduzida a 
glutaminase ou poderia mesmo ser efetiva em tumores não-triplo negativos (tornando-os 
dependentes deste aminoácido) é uma questão em aberto. 
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6 CONCLUSÃO 
 
 Utilizando dados de transcriptômica disponíveis publicamente pelo TCGA, 
estabelecemos um panorama de expressão de ELAVL1 e das isoformas KGA e GAC em 
diferentes tipos tumorais. Verificamos que a expressão de ELAVL1 está aumentada em 
diferentes tumores, incluindo mama; para muitos tumores a alta expressão de ELAVL1 se 
correlaciona com pior sobrevida livre de recidiva (e livre de metáste, no caso de mama), 
enquanto que para outros se correlaciona com melhor sobrevida livre de recidiva. De maneira 
inédita, nosso estudo é o primeiro que realiza uma análise pan-câncer da relação do nível total 
de HuR sobre o impacto na sobrevida dos pacientes, expandindo as observações existentes, até 
então focada em um ou outro tumor e priorizando a informação de localização da proteína.  
 Com os estudos de transcriptômica, observamos também uma maior escolha de GAC 
sobre KGA (medida pela razão de expressão dos seus exons exclusivos) em diferentes tipos 
tumorais, incluindo mama. Apesar da observação da preferência de diversos tumores por GAC 
estar exemplificada em alguns trabalhos da literatura, este é o primeiro onde esta relação é 
apresentada de maneira geral em diversos tumores e confirma a predileção da grande maioria 
deles pela GAC, pelo menos em nível transcricional.  
 Em tumores de mama do TCGA, a expressão alta de ELAVL1 se correlacionou com 
maiores níveis de GAC e KGA. Também, tumores do subtipo triplo-negativo e basal-like 
mostram maior abundância de ELAVL1. 
 Acrescentamos evidências à atuação de HuR como proteína com importante papel na 
regulação do splicing alternativo, proponto possíveis 175 alvos em que HuR liga-se a algum 
intron relacionado ao splicing alternativo e ocorre troca das isoformas expressas quando do 
silenciamento de ELAVL1. 
 Observamos também uma regulação específica de introns observada espacialmente, 
sendo a ligação de HuR não correlacionada apenas com a abundância de introns em uma 
determinada região genômica, todavia, sim, aos elementos regulatórios presentes. 
 Os propostos genes cujo splicing é regulado por HuR enriquecem vias relacionadas com 
o metabolismo geral da célula e, mais especificamente, o metabolismo de RNA e DNA, 
indicando que HuR tem um papel preponderante em regular outras proteínas que, como ela, 
atuam no controle fino da expressão gênica. 
 Propomos que o mecanismo regulatório do splicing de GLS por HuR não consiste na 
simples oclusão física do sítio de branchpoint utilizado pelo spliceossomo. A região 
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identificada, utilizando conservação de sequência e experimentos ômicos de imunoprecipitação 
de RNA, não é sobreposta aos elementos mínimos reconhecidos pelo spliceossomo. 
 Conseguimos estabelecer ferramentas moleculares capazes de suprimir ou aumentar a 
expressão de ELAVL1 em linhagens celulares, utilizando sistemas transientes, constitutivos e 
induzíveis. 
 Estabelecemos também sistemas repórter para a estabilidade mediada pela 3’UTR das 
isoformas KGA e GAC de GLS, além de minigene capaz de indicar por fluorescência a escolha 
entre as duas isoformas durante o splicing alternativo. Em conjunto, tais ferramentas são 
capazes de discernir efeitos de splicing ou de estabilidade/tradução sobre o destino do mRNA.  
 Observamos a expressão proteica de HuR em um painel de células de câncer de mama, 
e verificamos uma correlação positiva da abundância da mesma com os níveis proteicos da 
isoforma KGA, mas não de GAC. Os níveis totais de HuR se correlacionaram com aumento de 
formação de actin stress fibers.  
 O gene ELAVL1 foi introduzido ectopicamente ou silenciado em linhagens de tumor de 
mama, com a presença de HuR impactando sempre positivamente pela escolha de KGA e, em 
muitos casos, sua ausência levando ao aumento de GAC. O mesmo foi observado em linhagens 
de tumor de próstata. 
 Mostramos por RIP-RT-PCR que HuR se associa a 3’UTR do mRNA de GAC, KGA e 
ao intron 14 do gene GLS, diretamente ligado à escolha entre as isoformas durante o processo 
de splicing. Para o intron 14 de GLS, também validamos a interação in vitro utilizando técnica 
de FRAP. 
 Utilizamos ensaios celulares com genes repórteres que mostraram que HuR.WT 
aumenta a estabilidade do mRNA de KGA (e potencialmente diminui tradução do mRNA de 
GAC) e propicia a escolha do mRNA de KGA sobre GAC durante o processo de splicing. Não 
obtivemos conclusões assertivas acerca do efeito do 3’UTR de GAC, sugerindo apenas que 
HuR atua de alguma forma nesta regulação, possivelmente envolvendo modulação de taxas de 
tradução. 
 Estabelecemos, utilizando a tecnologia CRISPR/Cas9, célula com introdução de cauda 
fluorescente no C-terminal da proteína KGA endógena, capaz de prontamente reportar os níveis 
de abundância da mesma quando de maneira independente de imunomarcação. Tal linhagem 
celular respondeu como esperado segundo a literatura acerca da regulação de KGA durante o 
ciclo celular. 
 Empregando a linhagem construída como sensora dos níveis de KGA, confirmamos que 
a expressão de HuR aumenta os níveis de KGA e a sua supressão diminui os níveis da isoforma.  
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 De maneira geral, HuR se localiza preferencialmente no núcleo (o que é mais 
frequentemente observado em cultura de células) onde influencia a escolha do mRNA de KGA 
sobre o de GAC. 
 Ressaltamos, também, que em linhagens onde a presença de KGA esta nivelada com a 
de GAC, observamos claramente a troca das isoformas com a manipulação de HuR e ação de 
HuR sobre GLS deve-se dar primordialmente em nível de splicing alternativo do gene. Em 
outras onde KGA já se mostra escasso frente a GAC, a manipulação de HuR surtiu efeitos 
diversos sobre o nível proteico e de mRNA de GAC. Nestas, as quais já foram mostradas ser 
mais dependentes de glutamina (triplo-negativas de alto conteúdo de GAC), acreditamos que 
outros mecanismos são acionados para garantir a máxima presença de GAC, havendo pouca 
janela para a ação de HuR. 
 Realizamos a reconstrução da história evolutiva da isoforma GAC, tendo concluído que 
GAC surgiu em evento de retrotransposição. Observando a evolução do sistema excretor dos 
animais e o aparecimento das isoformas de GLS, assim como do seu parálogo GLS2, concluímos 
que os dois genes apresentam funções fisiológicas distintas relacionadas ao metabolismo 
sistêmico do nitrogênio. Em específico, com especialização permitida pela duplicação de GLS, 
GLS2, que é mais expressa em fígado, tem papel mais importante para o ciclo da ureia. 
Concomitantemente ao processo de seleção funcional, ocorreu uma adaptação do mecanismo 
de regulação das isoformas de GLS, permitindo a expressão da cataliticamente mais ativa 
(GAC) em um contexto metabólico adequado, mediante a utilização dos elementos regulatórios 
retrotranspostos e modificados. O elevado grau de especialização tecidual gerado por esta 
adaptação evolutiva fica claro com a redução dos níveis de GLS2 em tumores hepáticos e de 
GLS em tumores renais, dada a desdiferenciação celular intimamente ligada ao processo 
tumoral. 
  O knock down de ELAVL1 levou a diminuição da proliferação (bi- e tridimensional), 
migração e invasão de linhagens de tumor de mama, assim como aumento de dependência 
metabólica de glutamina (em célula menos dependente relacionada a célula mais dependente). 
 O resgate da expressão de KGA não restaurou a capacidade proliferativa e migratória 
das células, indicando que a troca das isoformas de GLS não é o principal efetor deste fenótipo 
mediado por HuR. 
 Mostramos que o knock down de ELAVL1 pode apresentar sinergia com a inibição 
química de glutaminase no sentido de diminuir a proliferação, invasão e migração da linhagem 
de tumor de mama BT549 in vitro. Propomos que a terapia combinada de inibição destas duas 
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proteínas tem o potencial de ter efeito terapêutico aumentado frente a inibição isolada das 
mesmas no tratamento de tumores de mama. 
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APÊNDICES 
Apêndice 1: Legenda da representação topográfica dos órgãos dados disponíveis no 
TCGA 
 
Sexo # Tecido 
Código 
TCGA 
Tipo 
Indiferente 
1 Cérebro 
GBM Glioblastoma multiforme 
LGG Glioma de baixo grau 
2 Olho UVM† Melanoma uveal 
3 Cabeça e pescoço HNSC Carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço 
4 Tireóide THCA Carcinoma papilar de tireóide 
5 Esôfago ESCA Câncer de esôfago 
6 Pleura MESO† Mesotelioma 
7 Pulmão 
LUAD Adenocarcinoma de pulmão 
LUSC Carcinoma de células escamosas de pulmão 
8 Linfonodos DLBC Linfoma difuso de grandes células B 
9 Timo THYM† Timoma 
10 Fígado LIHC Carcinoma hepatocelular 
11 Ducto bilear CHOL† Colangiocarcinoma 
12 Pâncreas PAAD Adenocarcinoma pancreático ductal 
13 Estômago STAD Adenocarcinoma de estômago 
14 Pele SKCM Melanoma cutâneo 
15 Adrenal 
ACC† Carcinoma Adrenocortical 
PCPG† Feocromocitoma & Paraganglioma 
16 Rim 
KIRC Carcinoma renal de células claras 
KICH† Carcinoma renal cromófobo 
KIRP Carcinoma papilar renal 
17 Intestino grosso COAD Adenocarcinoma de cólon 
18 Bexiga BLCA Cancer de bexiga 
19 Intestino delgado READ Adenocarcinoma de reto 
20 Tecidos macios SARC† Sarcoma 
21 Medula óssea LAML Leucemia mielóide aguda 
Feminino 
22 Mama* BRCA Câncer de mama 
23 Útero 
UCEC Câncer de endométrio 
UCS† Carcinossarcoma uterino 
24 Ovário OV Cistadenocarcinomas serosos do ovário 
25 Cérvice uterino CESC Câncer cervical 
Masculino 
26 Prostata PRAD Adenocarcinoma de próstata 
27 Testículos TGCT† Câncer de células germinativas de testículo 
† Tumores considerados raros pelo TCGA. * Indicado como tumor tipicamente feminino, também acometendo homens. 
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Apêndice 2: Lista de genes em que HuR liga em introns justapostos a exons envolvidos 
com splicing alternativo e apresentam ao menos um exon diferencialmente abundante 
quando do silenciamento de HuR (continua) 
 
Ensembl ID Gene ID HUGO Ensembl ID Gene ID HUGO 
ENSG00000126070 192669 AGO3 ENSG00000151914 667 DST 
ENSG00000117528 5825 ABCD3 ENSG00000104047 56986 DTWD1 
ENSG00000138443 10152 ABI2 ENSG00000135930 9470 EIF4E2 
ENSG00000123983 2181 ACSL3 ENSG00000134759 55250 ELP2 
ENSG00000008277 53616 ADAM22 ENSG00000132199 55556 ENOSF1 
ENSG00000101126 23394 ADNP ENSG00000112851 55914 ERBIN 
ENSG00000173744 3267 AGFG1 ENSG00000120705 2107 ETF1 
ENSG00000004455 204 AK2 ENSG00000166801 63901 FAM111A 
ENSG00000131503 54882 ANKHD1 ENSG00000113391 83989 FAM172A 
ENSG00000084234 334 APLP2 ENSG00000172775 80011 FAM192A 
ENSG00000100852 394 ARHGAP5 ENSG00000158169 2176 FANCC 
ENSG00000162980 26225 ARL5A ENSG00000145907 10146 G3BP1 
ENSG00000113966 84100 ARL6 ENSG00000159131 2618 GART 
ENSG00000114098 25852 ARMC8 ENSG00000090863 2734 GLG1 
ENSG00000112249 10973 ASCC3 ENSG00000115419 2744 GLS 
ENSG00000066279 259266 ASPM ENSG00000141404 2774 GNAL 
ENSG00000017260 27032 ATP2C1 ENSG00000087460 2778 GNAS 
ENSG00000033627 535 ATP6V0A1 ENSG00000089916 55668 GPATCH2L 
ENSG00000085224 546 ATRX ENSG00000151233 283464 GXYLT1 
ENSG00000029363 9774 BCLAF1 ENSG00000105968 94239 H2AFV 
ENSG00000148120 84909 C9orf3 ENSG00000048052 9734 HDAC9 
ENSG00000128595 813 CALU ENSG00000100644 3091 HIF1A 
ENSG00000153113 831 CAST ENSG00000092199 3183 HNRNPC 
ENSG00000175455 64770 CCDC14 ENSG00000138668 3184 HNRNPD 
ENSG00000152492 152137 CCDC50 ENSG00000125944 10236 HNRNPR 
ENSG00000149231 79780 CCDC82 ENSG00000166130 121457 IKBIP 
ENSG00000196776 961 CD47 ENSG00000115604 8809 IL18R1 
ENSG00000188419 1121 CHM ENSG00000071243 54556 ING3 
ENSG00000141367 1213 CLTC ENSG00000068745 51447 IP6K2 
ENSG00000143771 29097 CNIH4 ENSG00000090376 11213 IRAK3 
ENSG00000125107 23019 CNOT1 ENSG00000102781 84056 KATNAL1 
ENSG00000214078 8904 CPNE1 ENSG00000121774 10657 KHDRBS1 
ENSG00000009307 7812 CSDE1 ENSG00000115919 8942 KYNU 
ENSG00000113712 1452 CSNK1A1 ENSG00000073803 9175 MAP3K13 
ENSG00000044115 1495 CTNNA1 ENSG00000152601 4154 MBNL1 
ENSG00000109861 1075 CTSC ENSG00000175471 79772 MCTP1 
ENSG00000158290 8450 CUL4B ENSG00000185787 10933 MORF4L1 
ENSG00000257923 1523 CUX1 ENSG00000198015 28977 MRPL42 
ENSG00000055163 26999 CYFIP2 ENSG00000057935 57504 MTA3 
ENSG00000100523 80821 DDHD1 ENSG00000100330 8897 MTMR3 
ENSG00000198563 7919 DDX39B ENSG00000197535 4644 MYO5A 
ENSG00000198947 1756 DMD ENSG00000244754 10443 N4BP2L2 
ENSG00000119661 83544 DNAL1 ENSG00000132780 4678 NASP 
ENSG00000188641 1806 DPYD ENSG00000158092 4690 NCK1 
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Apêndice 2: Lista de genes em que HuR liga em introns justapostos a exons envolvidos 
com splicing alternativo e apresentam ao menos um exon diferencialmente abundante 
quando do silenciamento de HuR (continuação) 
 
Ensembl ID Gene ID HUGO Ensembl ID Gene ID HUGO 
ENSG00000196712 4763 NF1 ENSG00000165416 10910 SUGT1 
ENSG00000181163 4869 NPM1 ENSG00000102710 55578 SUPT20H 
ENSG00000110713 4928 NUP98 ENSG00000135316 10492 SYNCRIP 
ENSG00000109180 54940 OCIAD1 ENSG00000179152 285343 TCAIM 
ENSG00000115947 5000 ORC4 ENSG00000108064 7019 TFAM 
ENSG00000197111 5094 PCBP2 ENSG00000114126 7029 TFDP2 
ENSG00000100731 22990 PCNX1 ENSG00000151923 7073 TIAL1 
ENSG00000170248 10015 PDCD6IP ENSG00000143183 54499 TMCO1 
ENSG00000113448 5144 PDE4D ENSG00000117500 50999 TMED5 
ENSG00000204138 65979 PHACTR4 ENSG00000106460 54664 TMEM106B 
ENSG00000118482 23469 PHF3 ENSG00000109133 55161 TMEM33 
ENSG00000115762 55041 PLEKHB2 ENSG00000103978 25963 TMEM87A 
ENSG00000135241 50640 PNPLA8 ENSG00000120802 7112 TMPO 
ENSG00000145725 23262 PPIP5K2 ENSG00000083312 3842 TNPO1 
ENSG00000100614 5494 PPM1A ENSG00000076554 7163 TPD52 
ENSG00000138814 5530 PPP3CA ENSG00000153827 9320 TRIP12 
ENSG00000080815 5663 PSEN1 ENSG00000135451 10024 TROAP 
ENSG00000100902 5687 PSMA6 ENSG00000163728 151613 TTC14 
ENSG00000197170 5718 PSMD12 ENSG00000182670 7267 TTC3 
ENSG00000117569 58155 PTBP2 ENSG00000101019 55245 UQCC1 
ENSG00000110958 10728 PTGES3 ENSG00000101558 9218 VAPA 
ENSG00000184007 8073 PTP4A2 ENSG00000196715 154807 VKORC1L1 
ENSG00000112531 9444 QKI ENSG00000197969 23230 VPS13A 
ENSG00000161800 29127 RACGAP1 ENSG00000118965 57539 WDR35 
ENSG00000116473 5906 RAP1A ENSG00000133316 54663 WDR74 
ENSG00000162521 5928 RBBP4 ENSG00000109685 7468 WHSC1 
ENSG00000117625 55758 RCOR3 ENSG00000060237 65125 WNK1 
ENSG00000137075 152006 RNF38 ENSG00000198373 11060 WWP2 
ENSG00000008988 6224 RPS20 ENSG00000143324 9213 XPR1 
ENSG00000143252 6391 SDHC ENSG00000079246 7520 XRCC5 
ENSG00000138674 22872 SEC31A ENSG00000015153 10138 YAF2 
ENSG00000183291 9403 SEP15 ENSG00000058673 9877 ZC3H11A 
ENSG00000168385 4735 SEPT2 ENSG00000121741 7750 ZMYM2 
ENSG00000097033 51100 SH3GLB1 ENSG00000010244 7756 ZNF207 
ENSG00000136603 6498 SKIL ENSG00000167380 7769 ZNF226 
ENSG00000111371 81539 SLC38A1 ENSG00000112200 26036 ZNF451 
ENSG00000113658 4090 SMAD5 ENSG00000171466 54811 ZNF562 
ENSG00000159140 6651 SON ENSG00000179195 144348 ZNF664 
ENSG00000153914 140890 SREK1 ENSG00000197472 57116 ZNF695 
ENSG00000188529 10772 SRSF10 ENSG00000120963 51123 ZNF706 
ENSG00000141380 6760 SS18 ENSG00000160352 148206 ZNF714 
ENSG00000114850 6747 SSR3 ENSG00000198040 7637 ZNF84 
ENSG00000165209 55342 STRBP ENSG00000036549 26009 ZZZ3 
ENSG00000113387 10923 SUB1       
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